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La Neurofibromatosi di tipo 1 è la forma più comune di neurofibromatosi con una 
frequenza nella popolazione di 1 su 3000 nati vivi. La malattia presenta una 
trasmissione di tipo autosomico dominante e ha un’origine familiare soltanto nel 50% 
dei casi. Il restante 50% è causato da una mutazione de novo: ne deriva che la NF1 è 
una delle patologie a più alta frequenza di mutazioni insorte in maniera sporadica. La 
malattia è causata da mutazioni “loss of function” del gene NF1 che codifica per la 
neurofibromina, proteina coinvolta nella regolazione negativa della via di segnale di 
Ras. Le mutazioni a carico del gene NF1 sono estremamente numerose e di diversa 
tipologia: ad oggi ne sono state riportate oltre 1900 nel database LOVD (Leiden Open 
Variation Database). I difetti di splicing rappresentano il difetto molecolare più comune 
nella NF1: circa il 50% delle mutazioni puntiformi del gene NF1 causa l’alterazione dei 
siti di splicing con conseguente esclusione di uno o più esoni (exon skipping) o la 
ritenzione degli introni. L’analisi molecolare del gene NF1 per la ricerca di mutazioni è 
piuttosto complicata per diverse ragioni che includono le grandi dimensioni del gene, la 
presenza di pseudogeni altamente omologhi al gene NF1, la mancanza di hot spots 
mutazionali e il complesso spettro mutazionale. Ad oggi la diagnosi molecolare di NF1 
si basa sul sequenziamento Sanger del gene a partire da mRNA e/o da DNA genomico. 
L’approccio tradizionale permette di ottenere dati di sequenza molto accurati ma risulta 
piuttosto laborioso, costoso e richiede tempi estremamente lunghi.   
Lo sviluppo di piattaforme di sequenziamento di nuova generazione (NGS) ha dato un 
nuovo impulso al mondo della biologia molecolare. La tecnologia NGS, che 
implementa un sistema dotato di maggiore processività per la lettura delle sequenze in 
parallelo, è in grado di produrre grandi quantità di dati riducendo i tempi e i costi 
impiegati. L’obiettivo di questo studio è stato verificare l’applicabilità di metodiche di 
sequenziamento di nuova generazione (NGS) per l’analisi del gene NF1 da introdurre 
nella pratica diagnostica di laboratorio. In particolare, sono stati adottati due diversi 
approcci di sequenziamento di nuova generazione basati sull’utilizzo di cDNA o di 
DNA genomico come materiale di partenza e sull’impiego della piattaforma MiSeq Dx 
(Illumina).  
Per lo studio sono stati analizzati 80 pazienti con diagnosi clinica, o sospetta diagnosi, 
di Neurofibromatosi di tipo 1. 24 pazienti sono stati analizzati a partire da cDNA mentre 
per 20 pazienti l’analisi è stata condotta da DNA genomico. Al fine di comparare le 
potenzialità delle due diverse metodiche nell’analisi del gene NF1, 36 pazienti sono stati 
sottoposti a sequenziamento NGS sia da cDNA che da gDNA. Le due metodiche hanno 
individuato complessivamente 22 mutazioni patogenetiche (22/36, 61,1%); nello 
specifico, l’analisi da gDNA ha rilevato tutte le 22 mutazioni, mentre l’analisi da cDNA 
ne ha individuate soltanto 16, dando un risultato negativo, o identificando una variante 
non corretta, in 6 casi. Per i soggetti risultati negativi all’analisi tramite sequenziamento 
NGS (14/36, 38,9%), l’indagine molecolare è proseguita con la ricerca di eventuali 
mutazioni patogenetiche tramite analisi Sanger da DNA o RNA o, alternativamente, 
tramite MLPA, così da escludere la presenza di delezioni/duplicazioni multiesoniche. In 
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un solo caso il sequenziamento Sanger da DNA ha individuato una mutazione non 
identificata con le due metodiche.  
Analizzando i risultati in maniera retrospettiva, l’analisi da gDNA mostra una 
“detection rate” del 95,7% (22/23), con un solo risultato falso negativo. L’analisi da 
cDNA, invece, presenta una “detection rate” pari al 69,6% (16/23) con 7 risultati falsi 
negativi.  
Sebbene l’analisi da cDNA permetta di osservare direttamente gli effetti delle mutazioni 
di splicing, il sistema mostra alcune limitazioni bioinformatiche che non permettono 
una completa detection delle varianti. L’algoritmo di allineamento dello strumento 
elimina tutte le reads di sequenza che non si appaiano per più di 25 nucleotidi 
consecutivi alla sequenza di riferimento del trascritto del gene NF1; ne deriva che 
mutazioni di splicing che determinano nel trascritto delezioni superiori a 25 bp non 
vengono identificate. Questo aspetto potrebbe giustificare i risultati falsi negativi 
ottenuti dall’analisi da cDNA relativi all’identificazione di mutazioni introniche di 
splicing che con tutta probabilità determinano nel trascritto la perdita di numerosi 
nucleotidi. 
Al contrario, il sequenziamento NGS da gDNA mostra un workflow più lineare 
facilmente applicabile in campo diagnostico per l’analisi molecolare del gene NF1. 
L’utilizzo del DNA genomico come materiale di partenza rende la metodica più rapida, 
permettendo di processare parallelamente oltre 50 campioni, senza ulteriori step di 
preparazione. La sua applicazione si è rivelata estremamente sensibile e specifica, 
costituendo una buona strategia per la detection di mutazioni a partire da DNA 
genomico.  
In conclusione, le tecnologie di sequenziamento di nuova generazione rappresentano 
una valida strategia per l’analisi dei pazienti affetti da Neurofibromatosi di tipo 1, 
permettendo di ridurre notevolmente i tempi e i costi previsti per l’analisi di un gene 













Neurofibromatosis type 1 is one of the most frequent autosomal dominant diseases 
affecting 1 in 3000 individual worldwide. This disorder is caused by heterozygous 
inactivating mutations of NF1, a large gene that encodes neurofibromin, a negative 
regulator of the RAS pathway. The mutation rate at the NF1 locus is one of the highest 
reported in any human disorder; this observation is reflected in the finding that almost 
50% of all NF1 patients exhibit a de novo NF1 mutation. More than 1900 different NF1 
mutations have been reported and listed in the Leiden Open Variation Database 
(LOVD). Splicing defects appear to be the most common molecular defect in NF1: 50% 
of point mutations cause splicing alterations that can determine elimination of one or 
more exons (exon skipping) or inclusion of introns. Molecular diagnosis of NF1 is 
difficult because of the large size of the gene, the existence of highly identical 
pseudogenes, the lack of mutational hotspots and the complex mutational spectrum. At 
present, molecular diagnostics of NF1 utilize Sanger sequencing with either mRNA 
and/or genomic DNA as the starting material. The traditional methods can yield 
excellent results but are expensive, time-consuming and labor-intensive.  
With the rapid development of next generation sequencing (NGS) machines, molecular 
biology is in a new revolutionary phase. This new technology combines high 
performance with much less expensive operation costs. The purpose of the present study 
was to develop an NF1 mutation analysis method to use the NGS machine MiSeq Dx in 
diagnostic settings for Neurofibromatosis type 1. We used and compared two different 
approach of next generation sequencing for NF1 gene analysis, one based on mRNA 
(cDNA) analysis and the other one on genomic DNA analysis.  
80 unrelated subjects with suspected NF1 phenotypes were analyzed for mutations in 
the NF1 gene. 24 patients were analyzed using the cDNA-based approach while 20 
patients were analyzed with the other approach based on gDNA as starting material. In 
order to compare the properties of each method, 36 patients were subjected to NGS 
sequencing from both cDNA and gDNA. The overall mutation detection rate of the two 
reported methods was 61,1% (22/36) with 22 pathogenic mutations identified by the 
gDNA approach and 16 mutations identified by cDNA approach. Then all the negative 
cases (14/36, 38,9%) were analyzed also by Sanger sequencing using cDNA or gDNA 
and/or by MLPA technique to exclude multi-exon deletion/duplication. In only one case 
DNA Sanger sequencing detected a mutation previously unidentified by the two NGS 
methods. Analyzing results retrospectively, gDNA analysis shows a mutation detection 
rate of 95,7% (22/23), with a single false negative result. cDNA analysis, on the other 
hand, shows a mutation detection rate equal to 69,6% (16/23) with 7 false negative 
results.  
Although cDNA analysis allows direct observation of the effects of splicing mutations, 
the system shows some bioinformatic limitations that do not allow a complete detection 
of variants. The instrument alignment tool eliminates reads that do not pair for more 
than 25 nucleotides in a row with the NF1 transcript reference sequence. It means that it 
is impossible to identify splicing mutations that determine deletions of more than 25 bp 
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in the transcript. This could explain the false negative results obtained by cDNA 
analysis: the method is not able to identify intron splicing mutations that are likely to 
determine deletion of many nucleotides.  
Differently, gDNA NGS sequencing shows a more efficient workflow that can be easily 
applied in the diagnostics field for the NF1 gene molecular analysis. The use of 
genomic DNA as starting material is much easier in clinical settings, allowing you to 
process more than 50 samples at the same time, without additional preparation step. 
This method shows high sensitivity and specificity and represent a good strategy for the 
detection of NF1 mutations using genomic DNA.    
Our study provides proof of principle of the feasibility and the potential of next 
generation sequencing techniques in the molecular diagnosis of Neurofibromatosis type 
1. Adopting this assay in the diagnostic setting could significantly improve cost- and 






1.1 LA NEUROFIBROMATOSI DI TIPO 1 (NF1) 
La Neurofibromatosi di tipo 1 (NF1; MIM #162200), nota in passato come malattia di 
Von Recklinghausen o neurofibromatosi periferica, è la forma più comune di 
neurofibromatosi con una frequenza nella popolazione di 1 su 3000-3500 nati vivi 
(Huson et al., 1989; Lammert et al., 2005). 
La malattia, a trasmissione di tipo autosomico dominante, esordisce in età pediatrica e 
mostra penetranza completa età-dipendente: la maggior parte delle caratteristiche 
cliniche è presente in età puberale in più del 90% dei pazienti (Upadhyaya and Cooper, 
1998).  
La Neurofibromatosi di tipo 1 è caratterizzata da una notevole variabilità 
nell’espressione fenotipica che si manifesta sia tra individui affetti di famiglie diverse 
che tra membri della stessa famiglia (Alkindy et al., 2012). 
Le cause di questa variabilità si possono attribuire a diversi fattori (Ruggeri e Tenconi, 
2001): 
- il background genetico (eventuali polimorfismi che modulano l’entità delle 
manifestazioni); 
- il tipo di mutazione-malattia (attività residua dell’allele mutato, interferenza con 
la funzione dell’allele wild-type, ampie delezioni del gene); 
- i fattori ambientali (esposizione a mutageni o radiazioni); 
- la presenza di mosaicismi (precocità e maggior gravità della malattia nei figli 
affetti di una persona con mosaicismo).  
La malattia ha un’origine familiare soltanto nel 50% dei casi; il restante 50% è causato 
da una mutazione de novo, ovvero non ereditata da uno dei due genitori. Ne deriva che 
la Neurofibromatosi di tipo 1 è una delle patologie a più alta frequenza di mutazioni 
insorte in maniera sporadica. Ciò è giustificato dal fatto che il tasso di mutazione 
spontanea del gene NF1 risulta essere uno dei più elevati per quanto riguarda i disordini 
genetici umani, essendo stimato tra 1x10-4 e 3,1x10-5 gameti per generazione, circa dieci 
volte più alto rispetto alla maggior parte dei geni conosciuti (Clementi et al., 1990).  
La ragione di un tasso di mutazione così elevato non è ben chiara e sono state avanzate 
diverse ipotesi sui meccanismi che ne sono all’origine: 
- le dimensioni del gene; 
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- un probabile meccanismo di mutazione che potrebbe coinvolgere i siti CpG.  
Generalmente i dinucleotidi CpG mostrano un alto tasso di mutazione dovuto 
alla spontanea tendenza della 5-metilcitosina a subire una deaminazione in 
timina (Fryxell and Moon, 2005); 
- i loci omologhi al gene NF1 identificati sui cromosomi 2, 12, 14, 15, 18, 21 e 22. 
Non si può escludere che alcune mutazioni possano essere introdotte per 
conversione genica tra questi frammenti di DNA non funzionale ed il gene NF1. 
I meccanismi descritti non sono mutualmente esclusivi, per cui più di uno di essi 
potrebbe contribuire ad aumentare il tasso di mutazione del gene NF1 (Rodenhiser et 
al., 1993).  
 
1.1.1 Manifestazioni cliniche 
Le manifestazioni cliniche della Neurofibromatosi di tipo 1 (NF1) sono estremamente 
variabili (Ferner et al., 2007; Williams et al., 2009; Ferner and Gutmann, 2013) e 
possono essere distinte in manifestazioni maggiori, minori e complicanze.  
Manifestazioni maggiori. Le caratteristiche tipiche che si possono riscontrare in un 
paziente affetto da Neurofibromatosi di tipo 1 sono le macchie caffè-latte, le lentiggini 
in sede atipica, i noduli di Lisch e i neurofibromi.  
Le macchie caffè-latte sono il primo segno clinico a comparire negli individui affetti; 
esse sono presenti già alla nascita o nei primi mesi di vita e tendono ad aumentare in 
numero e dimensioni entro i tre anni di età. Hanno forma ovoidale con margini ben 
definiti, sono di colore uniforme e presentano un diametro molto variabile (in media il 
diametro è di circa 1-3 cm) (Duat Rodriguez et al., 2015). Tendono a scomparire, in 
seguito a depigmentazione, dopo i 20-30 anni di età e possono essere quindi più 
difficilmente riscontrabili in età adulta (Ruggeri e Tenconi, 2001). 
Le lentiggini sono lesioni cutanee del tutto simili alle macchie caffè-latte ma sono di 
dimensioni molto più contenute (pochi mm). Compaiono tipicamente tra i 5 e i 7 anni di 
età (Hernandez Martin and Duat Rodriguez, 2016) e interessano principalmente le zone 
di sfregamento cutaneo come ascelle e inguine, ma possono manifestarsi anche in altre 




I noduli di Lisch sono piccoli amartomi asintomatici che compaiono nell’iride. Nella 
storia naturale della Neurofibromatosi di tipo 1 essi si manifestano generalmente 
durante l’infanzia dopo i tre anni di età (Abdolrahimzadeh et al., 2016) e sono pertanto 
utili per la conferma diagnostica in pazienti senza storia familiare di malattia e che 
presentano soltanto macchie caffè-latte.   
Tra le manifestazioni tipiche della malattia vi sono i neurofibromi, tumori benigni a 
composizione cellulare mista (cellule di Schwann, fibroblasti, cellule perineurali, 
mastociti, cellule endoteliali e abbondante matrice extracellulare) che originano dalla 
guaina dei nervi periferici (Stemmer-Rachamimov and Nielsen, 2012). Vengono 
comunemente classificati in neurofibromi cutanei e neurofibromi sottocutanei (o 
nodulari).  
I neurofibromi cutanei appaiono come noduli di consistenza molle di dimensioni 
variabili (da 0,1 cm a vari cm di diametro) localizzati più frequentemente a livello di 
tronco e dorso ma che possono interessare anche gli arti e più raramente il volto. Mentre 
sono rari nell’infanzia (in genere compaiono dopo gli 8 anni di età) (Duong et al., 
2011), la quasi totalità (95%) degli adulti affetti presenta neurofibromi cutanei in 
numero altamente variabile (da pochi a centinaia, fino a migliaia).  
I neurofibromi aumentano di numero e dimensioni con l’età o in seguito a variazioni 
ormonali come quelle che avvengono durante la pubertà e la gravidanza (Roth et al., 
2008). Tra le manifestazioni maggiori della malattia i neurofibromi sono gli unici ad 
essere sintomatici: i pazienti possono manifestare prurito e, in rari casi, dolore, ma il 
disturbo risulta prevalentemente di tipo estetico.  
I neurofibromi sottocutanei o nodulari, invece, sono presenti in una percentuale 
inferiore di pazienti e mostrano una consistenza più dura e margini meglio definiti 
rispetto a quelli cutanei. Possono essere totalmente asintomatici o, generalmente in 
seguito a compressione degli stessi, manifestarsi con dolore e/o parestesie nel territorio 
di distribuzione del nervo interessato.  
Manifestazioni minori. In una discreta percentuale di individui affetti è possibile 
osservare un insieme di segni clinici minori che tuttavia non rientrano tra i criteri 
diagnostici. Essi possono però essere d’ausilio nella diagnosi soprattutto in età 
pediatrica, specie quando non sono ancora apparsi tutti i segni tipici della malattia.  
Tra questi compaiono principalmente la macrocefalia e la bassa statura: nonostante la 
patogenesi non sia stata chiarita, questi sono considerati tratti distintivi della 
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Neurofibromatosi di tipo 1 e non sono associati a lesioni neurologiche (Korf and 
Rubenstein, 2005).  
Altre manifestazioni minori della malattia sono la presenza di piccoli angiomi a livello 
di tronco, addome e arti inferiori, alcuni dismorfismi facciali (ipertelorismo), 
malformazioni toraciche e lassità articolare.  
Complicanze. La gravità della malattia spesso è determinata dal manifestarsi di 
complicanze rare ma piuttosto gravi ed invalidanti; esse compaiono in una minoranza di 
soggetti affetti e si manifestano prevalentemente, se non esclusivamente, entro i primi 
anni di vita (Ruggeri e Tenconi, 2001). 
Le complicanze della Neurofibromatosi di tipo 1 possono essere raggruppate a seconda 
dei sistemi interessati: 
- Sistema nervoso. Oltre ai già citati neurofibromi cutanei e sottocutanei, si 
possono riscontrare anche neurofibromi plessiformi, neurofibromi spinali, 
tumori maligni delle guaine nervose periferiche (MPNST), gliomi delle vie 
ottiche, deficit di apprendimento, disturbi dello spettro autistico ed epilessia 
(Ostendorf et al., 2013).  
I neurofibromi plessiformi sono lesioni congenite che si sviluppano 
principalmente durante l’infanzia e l’adolescenza (Dombi et al., 2007; Tucker et 
al., 2009a; Nguyen et al., 2012) e che, a causa delle grandi dimensioni, possono 
provocare grave deturpazione, erodendo il tessuto adiacente o alterando la 
funzione dei nervi e di altre strutture vicine. Si presentano come grandi masse 
sottocutanee con margini poco definiti e dimensioni variabili da pochi cm fino a 
coinvolgere un’intera area del corpo. La consistenza è in genere molle e la cute 
sovrastante appare spesso alterata (ipertrofica, iperpigmentata, ipertricotica). 
Queste lesioni sono più frequenti a livello del tronco e degli arti e più raramente 
coinvolgono capo e collo. In una piccola percentuale di casi i neurofibromi 
plessiformi possono subire una trasformazione maligna in neurofibrosarcomi o 
in tumori maligni delle guaine nervose periferiche; questo accade più 
frequentemente quando il neurofibroma è assai esteso o è presente da lungo 
tempo (Evans et al., 2002; Ferner and Gutmann, 2002;  Mautner et al., 2008).  
I tumori maligni delle guaine nervose periferiche (MPNST, Malignant 
Peripheral Nerve Sheath Tumor) sono le neoplasie maligne più frequenti 
associate alla Neurofibromatosi di tipo 1 e colpiscono circa il 10% degli 
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individui affetti (Evans et al., 2002; Friedrich et al., 2007). Rispetto alla 
popolazione generale, essi tendono a verificarsi più precocemente negli individui 
affetti da Neurofibromatosi di tipo 1, spesso in adolescenza o nella prima età 
adulta tra i 25 e i 35 anni (Evans et al., 2002; Friedrich et al., 2007).  
In età pediatrica, le neoplasie più comunemente associate alla Neurofibromatosi 
di tipo 1 sono i tumori cerebrali, in particolare i gliomi delle vie ottiche (Ullrich 
et al., 2007; Cassiman et al., 2013). Tali lesioni compaiono solitamente nei primi 
anni di vita e mostrano un decorso generalmente indolente.  
La maggior parte degli individui affetti da Neurofibromatosi di tipo 1 ha 
un’intelligenza nel range normale, ma difficoltà nell’apprendimento con 
conseguenti problematiche scolastiche si verificano in circa il 50%-75% dei 
pazienti (Gilboa et al., 2011; Lehtonen et al., 2013; Templer et al., 2013). 
Ritardo mentale vero e proprio (QI < 70) si osserva soltanto nel 6-7% dei casi, 
una frequenza circa due volte maggiore rispetto a quella riscontrata nella 
popolazione generale (Gilboa et al., 2011; Lehtonen et al., 2013). È stata 
riportata anche un’aumentata frequenza dei disturbi dello spettro autistico, 
riscontrati in circa il 30% dei bambini affetti da Neurofibromatosi di tipo 1 
(Garg et al., 2013; Walsh et al., 2013).  
- Sistema muscolo-scheletrico. Si riscontrano problematiche quali scoliosi, 
displasia ossea e osteoporosi.  
La scoliosi ricorre in una percentuale di bambini affetti compresa tra il 10% e il 
30% e viene comunemente distinta in distrofica e non distrofica (o idiopatica) 
(Ruggeri e Tenconi, 2001; Elefteriou et al., 2009). La scoliosi distrofica è 
caratterizzata da una grave distorsione della colonna vertebrale associata a 
malformazioni dei corpi vertebrali. Compare nella prima infanzia ed è 
rapidamente progressiva portando a gravi deformità della colonna che 
necessitano spesso di precoci interventi chirurgici. La scoliosi non distrofica non 
è associata ad anomalie vertebrali ed ha le caratteristiche di una comune scoliosi 
giovanile (Ruggeri e Tenconi, 2001).  
La displasia delle ossa lunghe, più spesso tibia e perone, è una caratteristica 
peculiare della Neurofibromatosi di tipo 1 (Elefteriou et al., 2009) che si 
presenta solitamente nella prima infanzia. La lesione è congenita ed è quasi 
sempre unilaterale con incurvamento antero-laterale della parte inferiore della 
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gamba. Tale displasia è associata ad un’anomalia delle ossa stesse e non a 
neurofibromi adiacenti; al contrario, la displasia dell’ala dello sfenoide e le 
displasie vertebrali, altre due lesioni ossee tipiche della Neurofibromatosi di tipo 
1, sono associate a neurofibromi plessiformi adiacenti o all’ectasia della dura 
madre o ad entrambe le condizioni (Alwan et al., 2005; Arrington et al., 2013).   
L’osteoporosi, infine, sembra essere più comune ed esordire più precocemente 
nei soggetti affetti da Neurofibromatosi di tipo 1 rispetto alla popolazione 
generale (Armstrong et al., 2013; Heerva et al., 2013). La patogenesi non è certa 
ma sembra che gli individui affetti possiedano concentrazioni più basse di 25-
idrossivitamina D e livelli più elevati di ormone paratiroideo (Stevenson et al., 
2011; Petramala et al., 2012). 
- Sistema cardiovascolare. Le complicanze più frequenti sono l’ipertensione 
arteriosa e la stenosi dell’arteria renale e delle arterie intracraniche.  
L’ipertensione è comune nella Neurofibromatosi di tipo 1 e si può sviluppare a 
qualsiasi età (Friedman et al., 2002; Lama et al., 2004). Nella maggior parte dei 
casi l'ipertensione è determinata da stenosi dell'arteria renale o da coartazione 
dell'aorta e può associarsi a cefalea, più frequente rispetto ai soggetti sani (Pinho 
et al., 2014).  
- Sistema cardiaco. La malformazione più comune è la stenosi valvolare 
polmonare (Lin et al., 2000). Difetti cardiaci congeniti o cardiomiopatia 
ipertrofica possono essere frequenti soprattutto in pazienti con delezioni 
dell’intero gene NF1 (Nguyen et al., 2013).  
- Tumori. La frequenza di tumori nei soggetti affetti da Neurofibromatosi di tipo 1 
è superiore a quella riscontrata nella popolazione generale: questo dato è valido 
certamente per i tumori del sistema nervoso centrale, specialmente il glioma 
delle vie ottiche, e il neurofibrosarcoma (Ruggeri e Tenconi, 2001).  
Per quanto riguarda le neoplasie ematologiche, è stata descritta in letteratura una 
correlazione tra la Neurofibromatosi di tipo 1 e la leucemia mielomonocitica 
giovanile cronica (Jans et al., 2015). Nel caso delle neoplasie solide, una varietà 
di altri tumori può essere osservata in individui affetti, compresi i tumori 
stromali gastrointestinali (GIST, GastroIntestinal Stromal Tumor) (Miettinen et 
al., 2006) e i tumori vasoproliferativi della retina (Shields et al., 2014).  
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Le donne affette da Neurofibromatosi di tipo 1 presentano un rischio aumentato 
di sviluppare cancro al seno prima dei 50 anni (Sharif et al., 2007; Madanikia et 
al., 2012). 
 
1.1.2 Criteri diagnostici 
Nonostante le avanzate scoperte in genetica molecolare, la diagnosi di Neurofibromatosi 
di tipo 1 è prettamente di tipo clinico ed è basata sui criteri diagnostici internazionali 
stabiliti dalla Consensus Conference NIH (National Institute of Health) del 1987.  
La diagnosi di Neurofibromatosi di tipo 1 si pone in presenza di due o più dei seguenti 
criteri (NIH, 1988): 
- sei o più macchie caffè-latte (diametro > 5 mm in età pre-puberale o > 15 mm in 
età post-puberale); 
- due o più neurofibromi di qualsiasi tipo o un neurofibroma plessiforme; 
- lentiggini in sede ascellare o inguinale; 
- glioma delle vie ottiche; 
- due o più noduli di Lisch (amartomi iridei); 
- lesioni ossee tipiche (displasia dello sfenoide, displasia delle ossa lunghe in 
presenza o assenza di pseudoartrosi); 
- parente di primo grado (genitore o figlio) con la Neurofibromatosi di tipo 1 
diagnosticata secondo i criteri precedenti.  
A causa dell’estrema variabilità dell’espressione clinica e dell’assenza, salvo rare 
eccezioni, di chiare correlazioni genotipo-fenotipo, non è possibile prevedere la gravità 
della malattia sulla base del tipo di mutazione identificata. Tuttavia, visto il progressivo 
miglioramento delle tecniche di analisi mutazionale del gene NF1 che ha portato alla 
scoperta fino ad oggi di tre correlazioni genotipo-fenotipo, alcuni autori ritengono 
necessario un aggiornamento di questi criteri, in modo da includere tra i criteri 
diagnostici anche la presenza di mutazioni patogenetiche riconosciute (Huson, 2008). 
 
1.1.3 Neurofibromatosi di tipo 1 segmentale  
La forma segmentale di Neurofibromatosi di tipo 1 (SNF1), nota anche come NF1 a 
mosaico, è caratterizzata dalla presenza di manifestazioni cutanee tipiche (macchie 
caffè-latte e/o lentigginosi in sedi atipiche e/o neurofibromi) confinate a uno o più 
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distretti corporei (Huson, 2008). Tale condizione clinica non rappresenta un’entità 
distinta ma fa parte del fenotipo della Neurofibromatosi di tipo 1 ed è determinata dalla 
presenza di un mosaicismo somatico originato da una mutazione post-zigotica nel gene 
NF1. 
Nei pazienti affetti dalla forma segmentale l’analisi molecolare del gene NF1 eseguita 
su DNA estratto da sangue periferico è generalmente negativa; l’indagine condotta 
invece su DNA di cellule prelevate da lesioni cutanee o neurofibromi ha dimostrato 
l’inattivazione biallelica del gene nei melanociti delle macchie caffè-latte e nelle cellule 
di Schwann dei neurofibromi (Maertens et al., 2007).  
I soggetti affetti dalla forma segmentale di NF1 hanno genitori non affetti e, qualora la 
mutazione del gene NF1 interessi la linea germinale, possono avere figli affetti da 
Neurofibromatosi di tipo 1 in forma costituzionale (Ruggieri and Huson, 2001).  
Sono stati descritti, inoltre, rari casi di mosaicismo limitato alle gonadi in cui genitori, 
privi dei segni cutanei tipici della Neurofibromatosi di tipo 1, hanno trasmesso la 




1.2 NF1: GENE E PROTEINA 
1.2.1 Il gene NF1 
Il gene NF1 fu mappato sul braccio lungo del cromosoma 17 tramite studi di linkage 
con il gene NGFR (Nerve Growth Factor Receptor) localizzato in posizione 17q22 
(Seizinger et al., 1987) e, tramite analisi con alcuni marcatori polimorfici tra cui 
pHHH202, fu localizzato più precisamente in posizione 17q11.2 (White et al., 1987) 
(Figura 1). 
La conferma dell’esatta localizzazione fu ottenuta dallo studio di due anomalie 
cromosomiche riscontrate in due diversi pazienti affetti da Neurofibromatosi di tipo 1, 
ovvero le due traslocazioni indipendenti t(1;17)(p34.3;q11.2) (Schmidt et al., 1987) e 
t(17;22)(q11.2;q11.2) (Ledbetter et al., 1989). I cromosomi traslocati presentavano il 
punto di rottura a livello del cromosoma 17 nella regione 17q11.2 in cui era stato 
mappato il gene NF1; si ritenne pertanto che le traslocazioni fossero la causa della 
malattia perché interrompevano il gene NF1 e causavano la perdita della funzione 




Figura 1. Localizzazione del gene NF1 sul cromosoma 17 (17q11.2). 
 
Il gene NF1 occupa una regione di circa 350 kb ed è costituito da 61 esoni (57 esoni 
costitutivi più 4 che vanno incontro a splicing alternativo: esoni 9a, 10a2, 23a e 48a) che 
codificano per una serie di trascritti di dimensioni di circa 11-13 kb (Peltonen J. and 
Peltonen S., 2008; Barron and Lou, 2012).  
L’espressione delle diverse isoforme NF1 dipende dal tipo di tessuto, dalla fase di 
sviluppo dell’organismo, da modifiche post-traduzionali (fosforilazione, 
ubiquitinazione) o da interazioni con altre proteine (Abramowicz and Gos, 2015).  
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Il gene NF1 è molto complesso: l’isoforma principale (Homo sapiens neurofibromin 1, 
transcript variant 2, NCBI accession number: NM_000267.3) comprende un’open 
reading frame di 8457 bp e codifica per una proteina, la neurofibromina, costituita da 
2818 aminoacidi e avente una massa molecolare di circa 320 kDa (Welti et al., 2008).  




Figura 2. Schema degli esoni del gene NF1. 
Il sito di inizio della trascrizione è rappresentato dalla freccia a livello dell’esone 1, 
mentre il sito di stop della trascrizione e il sito di poliadenilazione da un ottagono a 
livello dell’esone 49. Il dominio Ras-GRD si estende dall’esone 21 all’esone 27a. Le 
isoforme del gene NF1 sono caratterizzate dalla presenza in frame degli esoni 9a, 23a e 
48a (rappresentati in giallo) (manca qui la rappresentazione dell’esone 10a2). I geni 
contenuti nell’introne 27b (EVI2A, EVI2B e OMGP) vengono trascritti in direzione 
opposta a quella del gene NF1. Gli esoni sono nominati secondo quanto riportato da NF 
Consortium Nomenclature (Cawthon et al., 1990). Gli esoni sono in scala, gli introni no. 
La scala in basso a sinistra si riferisce alla grandezza degli esoni (tratto da Bottillo, 
2009). 
 
All’interno dell’esone 1 del gene è contenuta, oltre alla regione codificante, la regione 
non tradotta in 5’ (5’-UTR); analogamente, la regione non tradotta in 3’ (3’-UTR) si 
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presenta in contiguità con il codone di stop della proteina nell’esone 49 e si estende per 
circa 3,5 kb (Li and Wallace, 2012). 
All’interno dell’introne 27b sono presenti tre piccoli geni (EVI2A, EVI2B e OMGP) che 
codificano sul filamento complementare in direzione opposta rispetto al gene NF1 
(Upadhyaya et al., 1994). EVI2A ed EVI2B (Ectropic Viral Integration Site) sono due 
geni che rappresentano gli omologhi umani di geni murini attivati da inserzione 
retrovirale e sono coinvolti nella genesi di leucemie murine (Upadhyaya, 2008). 
Nell’uomo EVI2A è espresso nel cervello, nel midollo osseo e nel sangue periferico, 
mentre EVI2B soltanto nel midollo osseo e nel sangue periferico. Il terzo gene, chiamato 
OMGP (Oligodendrocyte Mielin Glycoprotein), codifica per una glicoproteina mielinica 
oligodendrocitica presente nelle cellule di Schwann e negli oligodendrociti. Tale 
proteina ha effetti oncosoppressori e può regolare negativamente le vie di segnale 
mitogeniche in modo correlato a quello della neurofibromina (Wang et al., 2002). 
E’ stato ipotizzato un ruolo per questi geni nella patogenesi della Neurofibromatosi di 
tipo 1: si presume infatti che elevati livelli nucleari dei loro trascritti agiscano come 
antisenso naturale interferendo quindi con la processazione dell’RNA e con la sua 
traduzione (Pasmant et al., 2011). 
All’interno dell’introne 37 vi è uno pseudogene dell’adenilato chinasi (AK3) che 
codifica nella stessa direzione del gene NF1 (Xu et al., 1992). 
Sequenze omologhe al gene NF1 sono state individuate nelle regioni centromeriche di 
diversi cromosomi (2, 12, 14, 15, 18, 21 e 22); questi loci mostrano più del 90% di 
identità con la sequenza del gene NF1. La mancanza di cDNA relativo a questi loci fa 
ipotizzare che essi siano pseudogeni e che si siano diffusi probabilmente per 
riarrangiamento pericentromerico di copie parziali del gene NF1 (Cummings et al., 
1996; Yu et al., 2005). 
 
1.2.2 La proteina neurofibromina  
Il prodotto proteico derivante dalla traduzione del trascritto principale del gene NF1 è 
una proteina idrofilica chiamata neurofibromina. Essa risulta abbondantemente espressa 
in neuroni, oligodendrociti e cellule di Schwann, mentre lo è in minor misura in milza, 
fegato, timo, muscoli scheletrici, polmoni e pelle (Daston et al., 1992). 
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La proteina presenta una sequenza primaria di 2818 amminoacidi (Homo sapiens 
neurofibromin isoform 2, NCBI accession number: NP_000258.1) e una massa 
molecolare stimata di circa 320 kDa (Welti et al., 2008).  
La neurofibromina è una proteina multifunzionale a localizzazione prevalentemente 
citoplasmatica coinvolta in numerose cascate del segnale mediate da suoi domini 
funzionali.  
Il dominio meglio caratterizzato, noto come dominio GRD (GAP-related domain), 
costituito da 360 amminoacidi, è localizzato nella porzione del gene compresa tra gli 
esoni 21 e 27a e rappresenta circa il 10% dell’intera molecola (Hattori et al., 1992). 
Esso mostra un’elevata omologia di sequenza con il dominio catalitico delle proteine 
appartenenti alla super-famiglia delle proteine GAP (GTPase Activating Protein): 
questo dominio presenta infatti un’attività Ras-GAP sia in vitro che in vivo e, 
aumentando il tasso di idrolisi del GTP, regola negativamente l’attività di Ras.  
Un secondo dominio funzionale è localizzato a monte del dominio GRD nella regione 
del gene NF1 compresa tra gli esoni 11 e 17 (Izawa et al., 1996; Larizza et al., 2009): 
esso, ricco di residui di cisteina e serina, prende il nome di dominio CSRD (Cysteine-
Serine Rich Domain). Questa regione contiene tre potenziali siti di riconoscimento per 
la proteina chinasi A (PKA) cAMP-dipendente che, quando fosforilati, probabilmente 
regolano l’interazione tra la neurofibromina e i microtubuli (Gregory et al., 1993; 
Fahsold et al., 2000). 
Oltre ai domini GRD e CSRD, la neurofibromina contiene un ulteriore dominio 
funzionale localizzato nella regione compresa tra gli esoni 27b e 28; esso è noto come 
dominio “Sec14p-like” perché omologo al dominio di legame dei lipidi della proteina 
Sec14p di Saccharomyces cerevisiae (Aravind et al., 1999). In prossimità di questo 
dominio è stato individuato, più di recente, un dominio “PH-like” omologo al dominio 
PH (Plekstrin-Homology) (D’Angelo et al., 2006). I due domini, tramite il legame ad 
alcune molecole lipidiche, probabilmente regolano l’attività Ras-GAP della 
neurofibromina.  
 
1.2.3 Splicing alternativo 
Il gene NF1, in seguito a splicing alternativo, produce una serie di trascritti che sono 
espressi secondo un pattern tessuto- e stadio di sviluppo-specifico.  
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Oltre all’isoforma principale nota come tipo I, è stato identificato un trascritto 
alternativo denominato tipo II che contiene, all’interno del dominio GRD, un’inserzione 




Figura 3. Splicing alternativo dell’esone 23a (Hinman et al., 2014). 
 
L’esone 23a codifica per una sequenza di 21 amminoacidi, in prevalenza basici, che 
alterano la conformazione della neurofibromina in una regione presumibilmente critica 
per l’interazione con la proteina Ras. Studi in vitro hanno infatti mostrato che 
l’isoforma contenente l’esone 23a (tipo II) presenta una notevole riduzione dell’attività 
catalitica Ras-GAP (Uchida et al., 1992; Andersen et al., 1993).  
Le due diverse isoforme risultano espresse in maniera tessuto-specifica: l’isoforma I è 
abbondantemente espressa nei neuroni, mentre l’isoforma II contenente l’esone 23a è 
espressa ad alti livelli in tutti gli altri tessuti in cui è normalmente espressa la 
neurofibromina (Gutmann et al., 1995) (Figura 3).  
Una terza isoforma, nota come 3’ ALT o tipo III, contiene un’inserzione di 54 bp (esone 
48a) vicino all’estremità 3’ del gene; essa risulta espressa ad alti livelli nel muscolo 
cardiaco, nei muscoli scheletrici e lisci (Gutmann et al., 1993).  
L’isoforma contenente un’inserzione di 30 bp tra gli esoni 9 e 10 (esone 9a o 9br) è 
espressa unicamente nel cervello: in particolare, essa risulta espressa ad alti livelli nel 
sistema nervoso centrale ed è invece assente negli altri tessuti, compresi i tessuti del 
sistema nervoso periferico derivanti dalla cresta neurale (Danglot et al., 1995; Gutmann 
et al., 1999). Il pattern di espressione tessuto-specifico di questa isoforma suggerisce 
che l’esone 9a/9br gioca un ruolo importante nello sviluppo e nel differenziamento del 
sistema nervoso centrale (Geist and Gutmann, 1996).  
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L’isoforma nota come N-isoform (Skuse and Cappione, 1997) codifica per una proteina 
di 551 amminoacidi, 547 dei quali in comune con gli altri trascritti di NF1, ed è priva 
del dominio catalitico GRD (Suzuki et al., 1992). Questo trascritto alternativo risulta 
espresso sia nel cervello normale che nei tumori cerebrali; restano tuttavia sconosciuti la 
funzione e il ruolo che potrebbe svolgere nel regolare l’espressione della 
neurofibromina (Takahashi et al., 1994).  
Più di recente è stata descritta un’altra isoforma contenente un’inserzione di 45 bp tra 
gli esoni 10a e 10b (esone 10a2) la quale codifica per un segmento transmembrana 
assente nell’isoforma wild-type della neurofibromina (Kaufmann et al., 2002). Anche se 
in misura minore rispetto al trascritto wild-type, tale isoforma è espressa nella maggior 
parte dei tessuti analizzati ed è pertanto possibile che svolga un ruolo housekeeping 
nelle membrane intracellulari (Kaufmann et al., 2002).  
Studi di espressione mediante librerie plasmidiche di cDNA hanno comunque 
dimostrato che il gene NF1 presenta un complesso pattern di splicing che porta alla 
generazione di un’ampia varietà di trascritti, probabilmente in relazione ad una diversa 
forza dei siti accettori di splicing (Vandenbroucke et al., 2002). 
 
1.2.4 Distribuzione tissutale 
Il gene NF1 è espresso ubiquitariamente nei mammiferi nelle primissime fasi dello 
sviluppo. La neurofibromina è presente nella maggior parte dei tessuti; tuttavia, negli 
stadi più avanzati dello sviluppo e negli adulti, la sua espressione diventa rilevabile per 
lo più in neuroni, cellule di Schwann e oligodendrociti (Daston et al., 1992; Peltonen J. 
and Peltonen S., 2008).  
Le isoforme del trascritto di NF1, ottenute da splicing alternativo, sono state analizzate 
per determinare il loro pattern di espressione in tessuti differenti. I trascritti di tipo I e II 
sono risultati rappresentati in tutti i tessuti esaminati, ma con una variazione nel 
rapporto tra le due isoforme: è stato osservato che la loro espressione varia in relazione 
allo stato di differenziazione di un particolare tessuto.  
La disponibilità di anticorpi contro porzioni della proteina ha reso possibile la 
localizzazione subcellulare della neurofibromina. La colorazione immunoistochimica ha 
rilevato la presenza citoplasmatica della proteina in vari tessuti. Ulteriori studi hanno 
mostrato la co-localizzazione della neurofibromina con i microtubuli citoplasmatici 
(Gregory et al., 1993; Shen et al., 1996).  
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1.2.5 Funzioni della neurofibromina 
La neurofibromina è una proteina multifunzionale coinvolta nella regolazione di 
numerose vie di segnale cellulari.  
In particolare, essa regola negativamente l’attività delle proteine della famiglia Ras 
stimolando la loro conversione dalla forma attiva, legata a GTP, alla forma inattiva, 
legata a GDP (Figura 4). A regolare lo stato di attivazione delle proteine Ras è il 
dominio GRD (GAP-related domain) della neurofibromina, il quale risulta 
strutturalmente analogo al dominio catalitico della famiglia delle proteine GAP 
(GTPase Activating Protein) che nella cellula promuovono l’inattivazione della proteina 
p21-Ras (Ballester et al., 1990; Xu et al., 1990). 
Tra oltre 30 geni Ras, tre, strettamente correlati, sono conosciuti come H-Ras, K-Ras e 
N-Ras e codificano per una proteina di 21 kDa, p21-Ras, la quale possiede un’intrinseca 
attività GTPasica: è attiva quando legata a GTP e inattiva quando legata a GDP. Questa 
sorta di “interruttore molecolare” svolge un ruolo cruciale nel controllo della crescita e 
del differenziamento cellulare; mutazioni attivanti dei geni Ras portano ad un segnale 
aberrante di proliferazione cellulare e sono implicate nella genesi di numerosi tumori 
maligni umani (Pulciani et al., 1982). Analisi biochimiche hanno mostrato che il 
dominio GRD della neurofibromina stimola l’aumento del tasso di idrolisi del GTP 
convertendo la p21-Ras dalla forma attiva a quella inattiva, riducendone l’attività.  
Questa funzione della neurofibromina consente di inquadrare il gene NF1 nella 
categoria dei geni oncosoppressori: la riduzione dell’attività Ras-GAP, dovuta ad un 
difetto qualitativo o quantitativo della proteina in seguito a mutazioni del gene NF1 
nella regione GRD, determina l’aumento dei livelli di p21-Ras nel suo stato attivo che, a 
sua volta, genera un signaling anomalo e conseguente oncogenesi (Bollag et al., 1996; 
Upadhyaya et al., 1997; Cox and Der, 2010). Mutazioni del gene NF1 che inattivano o 
modificano l’attività Ras-GAP della neurofibromina sono state osservate in numerosi 
tumori associati alla Neurofibromatosi di tipo 1, fornendo una prova diretta del fatto che 
il danno all’attività Ras-GAP della proteina è critico nella patogenesi della malattia 
(Kim et al., 1995; Guha et al., 1996; Upadhyaya et al., 1997; Lau et al., 2000).  
Secondo l’ipotesi “two hits” di Knudson (Knudson, 1971), affinché la neoplasia si 
manifesti è necessaria l’inattivazione di entrambi gli alleli di un gene oncosoppressore 
in due eventi separati. Nei pazienti affetti da Neurofibromatosi di tipo 1, in assenza di 
mosaicismo, tutte le cellule presentano già un allele mutato, di conseguenza è necessaria 
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soltanto una seconda mutazione somatica nell’altro allele perché si manifesti il fenotipo 
neoplastico.  
Studi in Drosophila hanno dimostrato che la neurofibromina svolge anche funzioni 
indipendenti dalla regolazione di Ras che coinvolgono il controllo dell’AMP ciclico 
intracellulare (cAMP) (Guo et al., 1997; Hannan et al., 2006) (Figura 4).  
Negli astrociti la neurofibromina induce l’aumento dei livelli di cAMP attivando 
l’adenilato ciclasi indotta da PACAP (Pituitary adenylate cyclase-activating peptide, 
peptide attivante l’adenilato ciclasi pituitaria) (Waschek, 2002). L’aumento della 
concentrazione di cAMP costituisce un forte segnale di inibizione della crescita 
cellulare perché, a seguito dell’attivazione della GTPasi Rap1, la via di segnale di Ras 
viene inibita (Dugan et al., 1999). Negli astrociti la perdita o il deficit di neurofibromina 
in seguito a mutazioni del gene NF1 determina pertanto un’alterazione del signaling di 
cAMP con conseguente stimolazione della proliferazione cellulare (Dasgupta et al., 
2003).  
Se negli astrociti l’AMP ciclico agisce da segnale anti-mitogeno, al contrario, nelle 
cellule di Schwann esso funge da attivatore della divisione cellulare. Il ruolo della 
neurofibromina è inibire, anziché stimolare, l’accumulo di cAMP, alterando così la 
regolare crescita e il differenziamento delle cellule cerebrali (Kim et al., 2001). 
Un’altra funzione della neurofibromina è correlata alla sua capacità di legare i 
microtubuli citoplasmatici (Gregory et al., 1993) (Figura 4). Tale attività è importante 
soprattutto a livello neuronale a causa dell’elevata concentrazione di microtubuli nelle 
proiezioni assonali e dendritiche, necessari agli eventi di trasduzione del segnale e alle 
connessioni neuronali. È dunque possibile che mutazioni nel gene NF1 che 
compromettono questa funzione siano correlate alle difficoltà di apprendimento e ai 
problemi cognitivi comunemente osservati nei pazienti affetti da Neurofibromatosi di 






Figura 4. Meccanismi d’azione della neurofibromina. 
Sono illustrate l’attività Ras-GAP, la modulazione dell’adenilato ciclasi, l’associazione 
con i microtubuli e l’interazione con altri effettori (Trovò-Marqui and Tajara, 2006). 
 
1.2.6 Mutazioni del gene NF1 
L’analisi molecolare del gene NF1 per la ricerca di mutazioni è piuttosto complicata per 
diverse ragioni (Lakkis and Tennekoon, 2000): 
- le grandi dimensioni del gene;  
- la presenza, lungo tutto il genoma umano, di pseudogeni che presentano 
un’omologia di sequenza con il gene NF1 superiore al 90% (Yu et al., 2005); 
- la mancanza di hot spots mutazionali ben definiti dato che le mutazioni 
insorgono in maniera piuttosto casuale lungo tutto il gene;  
- l’elevato tasso di mutazioni de novo (circa il 50%) (Upadhyaya and Cooper, 
1998); 
- l’ampia eterogeneità allelica, con ampia variabilità nel tipo e nelle dimensioni 
delle mutazioni; 
- l’assenza di chiare correlazioni genotipo-fenotipo (con le uniche tre eccezioni 
riconosciute fino ad oggi) (Upadhyaya, 2008). 
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Le mutazioni a carico del gene NF1 sono estremamente numerose e di diversa tipologia: 
variano da grandi delezioni a sostituzioni di una singola base ma, trattandosi di un gene 
oncosoppressore, sono tutte del tipo “loss of function”.  
Ad oggi sono state riportate oltre 1900 mutazioni nel database LOVD (Leiden Open 
Variation Database, http://www.lovd.nl/3.0/home) (dato aggiornato a Ottobre 2016). 
La maggior parte di esse (circa il 93%) è rappresentata da mutazioni puntiformi (incluse 
mutazioni non senso, missenso, inserzioni e delezioni) e mutazioni di splicing. Una 
piccola percentuale, invece, è costituita da delezioni e duplicazioni intrageniche (2%) e 
da microdelezioni che interessano l’intero gene e le regioni fiancheggianti (5%) 
(Messiaen and Wimmer, 2008; Terribas et al., 2013).  
In generale, lo spettro di mutazioni del gene NF1 sembra molto simile a quello di altri 
geni oncosoppressori, caratterizzati da una proporzione rilevante di mutazioni troncanti 
(circa il 49%) (Messiaen and Wimmer, 2008; Thomas et al., 2012).  
Le mutazioni missenso (circa il 18%) (Messiaen and Wimmer, 2008) sembrano 
raggrupparsi in due regioni, nel dominio GRD e in quello CSRD. Una percentuale 
rilevante (circa il 39%) (Fahsold et al., 2000) è costituita da sostituzioni con prolina, un 
amminoacido conosciuto per la sua proprietà di destabilizzare le strutture secondarie, 
come α-eliche e foglietti β. 
Circa la metà delle mutazioni puntiformi del gene NF1 causa l’alterazione dei siti di 
splicing; esso rappresenta il difetto molecolare più comune nella Neurofibromatosi di 
tipo 1 (Ars et al., 2000; Ars et al., 2003; Messiaen and Wimmer, 2008; Thomas et al., 
2012). Rilevante è l’effetto che mutazioni di questo tipo comportano a livello dell’RNA 
messaggero: i difetti di processamento della molecola spesso determinano l’esclusione 
di uno o più esoni (exon skipping) o di parte di essi oppure la ritenzione dell’introne o 
parte di esso. Le alterazioni possono interessare sia i siti canonici donatori (GT) o 
accettori (AG), sia altri nucleotidi che svolgono un ruolo importante nella maturazione 
del messaggero. Infatti, circa il 30% delle mutazioni si localizza lontano dalle giunzioni 
esone-introne dove può causare la creazione di nuovi siti di splicing (5’ ss e 3’ ss), 
attivare siti criptici o portare alla perdita o formazione di sequenze segnale esoniche e/o 
introniche importanti per il riconoscimento dell’RNA messaggero da parte dei fattori di 
splicing (ESE, Exonic Splicing Enhancers, e ISE, Intronic Splicing Enhancers) 
(Zatkova et al., 2004; Bottillo et al., 2007). Mutazioni al 5’ ss e al 3’ ss non sembrano 
avere la stessa frequenza: il 65% delle mutazioni delle sequenze consensus dei siti di 
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splicing coinvolge il sito donatore, in particolare in posizione +1, +2 e +5 (Pros et al., 
2008).  
È stato osservato, inoltre, che una buona percentuale di mutazioni a carico dello splicing 
dell’mRNA induce la formazione di trascritti in frame che traducono una proteina 
leggermente più corta o più lunga della neurofibromina wild-type, ma non troncata (Ars 
et al., 2003). 
Studi più recenti hanno mostrato che anche le mutazioni esoniche silenti e missenso, 
difficili da caratterizzare dal punto di vista patogenetico, possono comportare alterazioni 
nel meccanismo dello splicing (Cartegni et al., 2002). Risulta quindi fondamentale 
studiare l’RNA messaggero e le modificazioni che le variazioni di sequenza osservate a 
livello genomico possono generare.  
Se è vero che molte mutazioni del gene NF1 sono uniche, vale a dire che sono presenti 
in un solo paziente (Fahsold et al., 2000), è anche vero che le mutazioni ricorrenti sono 
più comuni (40% circa delle mutazioni identificate) di quanto precedentemente descritto 
(Ars et al., 2003). Le ragioni della ricorrenza potrebbero essere le seguenti (Messiaen et 
al., 2000): 
- transizioni (C>T e G>A) nei dinucleotidi CpG; 
- slittamento delle polimerasi in corrispondenza di una serie di nucleotidi uguali o 
in zone contenenti sequenze ripetute o palindrome. 
Le mutazioni non avvengono casualmente rispetto alle sequenze di DNA circostanti e 
questa regola è valida anche per le mutazioni del gene NF1, dove la composizione della 
sequenza influenza la formazione di alterazioni. Un esempio è rappresentato dai 
dinucleotidi CpG presenti nella sequenza codificante di NF1 (Fahsold et al., 2000): essi 
mostrano un elevato tasso mutazionale dovuto alla deaminazione spontanea della 
citosina metilata. Inoltre, particolari pattern di sequenza, come ripetizioni dirette, 
sequenze palindrome e quasi palindrome, elementi simmetrici e serie di nucleotidi 
identici, sono associati alla formazione preferenziale di inserzioni e/o delezioni 
(Messiaen et al., 2000).  
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1.2.7 Correlazioni genotipo-fenotipo 
Nonostante i numerosi studi volti ad identificare una possibile correlazione tra la 
specifica mutazione del gene NF1 ed il quadro clinico associato, attualmente sono state 
identificate soltanto tre correlazioni genotipo-fenotipo.  
Nel caso di microdelezioni che coinvolgono l’intero gene NF1 e le sequenze 
fiancheggianti è stata osservata la presenza di un quadro clinico tendenzialmente più 
grave (Mautner et al., 2010, Pasmant et al., 2010). Tale condizione, nota come sindrome 
da microdelezione, si riscontra in circa il 5% dei pazienti affetti da NF1 (Bengesser et 
al., 2014) ed è caratterizzata da una maggiore frequenza di dismorfismi cranio-facciali, 
deficit intellettivo, comparsa precoce di un elevato numero di neurofibromi cutanei e 
plessiformi e rischio aumentato di sviluppare MPNST nel corso della vita (Leppig et al., 
1997). Anche nel gruppo dei pazienti con sindrome da microdelezione esiste una 
variabilità fenotipica che potrebbe essere correlata alla diversa estensione della 
delezione e al possibile contributo di geni contigui. 
La seconda correlazione genotipo-fenotipo descritta è la delezione in frame di 3 bp 
nell’esone 17 (NF Consortium Nomenclature, Cawthon et al., 1990) del gene NF1 
(c.2970_2972delAAT) che determina la perdita di un residuo di metionina in una 
regione altamente conservata della neurofibromina. La mutazione è normalmente 
associata ad un fenotipo clinico più lieve, caratterizzato dall’assenza di neurofibromi 
cutanei (Upadhyaha et al., 2007).  
Recentemente è stato riportato che la sostituzione missenso c.5425C>T (p.Arg1809Cys) 
nell’esone 29 (NF Consortium Nomenclature, Cawthon et al., 1990) del gene NF1 è 
associata ad un fenotipo lieve caratterizzato da interessamento limitato al distretto 
cutaneo (macchie caffè-latte ed efelidi) senza neurofibromi né altre complicanze tipiche 
della malattia (Pinna et al., 2015). Il meccanismo biologico alla base dell’assenza di 
neurofibromi nei pazienti portatori di tali mutazioni non è attualmente noto.  
Nonostante l’esiguità delle correlazioni genotipo-fenotipo, l’analisi molecolare del gene 
NF1 riveste un ruolo importante per la diagnosi di tale condizione in età precoce (prima 
che i segni clinici necessari per la conferma si manifestino clinicamente, in particolare 
nelle forme sporadiche) e nei casi clinici dubbi. L’identificazione della mutazione 
causativa, inoltre, consente di estendere la ricerca ai familiari a rischio e permette la 
diagnosi prenatale precoce di tale condizione.  
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1.3 IL SEQUENZIAMENTO DEL DNA  
Il sequenziamento del DNA è un ambito della biologia molecolare in piena evoluzione.  
Per anni la maggior parte delle applicazioni si sono basate sull’utilizzo del metodo 
Sanger, o metodo a terminazione di catena (Sanger et al., 1977), che sfrutta nucleotidi 
modificati (dideossinucleotidi trifosfati, ddNTPs) per interrompere la reazione di sintesi 
di DNA in posizioni specifiche. Questo concetto ha permesso lo sviluppo di sistemi 
automatizzati di sequenziamento basati su questo metodo (Smith et al., 1986) che, ad 
oggi, rappresenta il sistema più accurato di sequenziamento disponibile e la tecnica di 
elezione nella diagnostica genetica.  
Nell’ultimo decennio, tuttavia, le tecnologie di sequenziamento di nuova generazione 
note come Next Generation Sequencing (NGS) (o, alternativamente, Massive Parallel 
Sequencing, MPS, o Second Generation Sequencing, SGS) si sono inserite nella pratica 
clinica, soppiantando i metodi utilizzati routinariamente. Esse, con la capacità di fornire, 
a prezzi contenuti, milioni di sequenze di DNA per reazione, hanno rivoluzionato 
completamente il modo di approcciarsi all'analisi del genoma umano. L'abbattimento 
dei costi e dei tempi introdotto da questi strumenti costituiscono un grande potenziale 
nel futuro della biologia molecolare.   
 
1.3.1 Sequenziamento Sanger  
Il sequenziamento Sanger, noto anche come sequenziamento di prima generazione, è 
stato sviluppato nel 1977 da Frederick Sanger (Sanger et al., 1977) e si basa sull’utilizzo 
di nucleotidi modificati (dideossinucleotidi trifosfati, ddNTPs) per interrompere la 
reazione di sintesi di DNA in posizioni specifiche.  
Dalla sua proposta il metodo ha subito diverse evoluzioni che ad oggi rendono la 
tecnica di più facile esecuzione e più rapida, senza l’utilizzo di sostanze radioattive. 
Attualmente il sequenziamento Sanger si basa sull’amplificazione clonale del DNA 
stampo tramite PCR e sull’utilizzo di 4 ddNTPs marcati con fluorocromi differenti che 
permettono di condurre la reazione in un’unica provetta (Figura 5). Il rapporto di 
concentrazione tra dNTPs ddNTPs è tale che la DNA polimerasi statisticamente 







Figura 5. Metodo impiegato dalla tecnologia Sanger basato sull’utilizzo di terminatori 




Questo approccio ha consentito l’implementazione di metodi di sequenziamento 
automatizzati (Smith et al., 1996; Ansorge et al., 1987) basati su un sistema di 
elettroforesi capillare (Swerdlow and Gesteland, 1990) in cui una matrice polimerica 
consente la migrazione dei frammenti di DNA a velocità differenti a seconda della loro 
lunghezza. Dopo l’eccitazione provocata da una sorgente laser presente all’uscita dal 
capillare, la separazione dei frammenti viene seguita rilevando le emissioni fluorescenti 
a diverse lunghezze d’onda dei quattro fluorocromi utilizzati come marcatori. Le 
emissioni vengono raccolte ed analizzate da una camera CCD (Charge-Coupled Device) 
che elabora i diversi segnali di fluorescenza e li restituisce sotto forma di un grafico 
chiamato elettroferogramma, caratterizzato da una successione di picchi di quattro 
colori diversi corrispondenti alle emissioni fluorescenti dei quattro diversi fluorocromi. 
I dati grezzi ottenuti dal sequenziatore vengono assemblati ed analizzati mediante dei 
software dedicati al fine di ottenere la sequenza nucleotidica. 
L’introduzione dell’elettroforesi capillare per la separazione dei frammenti marcati e 
l’implementazione di ulteriori migliorie nella tecnologia Sanger (Carrilho, 2000; 
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Metzker 2005) hanno consentito un notevole aumento della processività, permettendo di 
ottenere sequenze di lunghezza compresa tra 600 bp e 1000 bp (Hert et al., 2008; 
Shendure et al., 2008) e di sequenziare fino a 96 campioni parallelamente. L’output 
giornaliero di un attuale sequenziatore si attesta intorno a 6 milioni di basi (6 Mb), con 
costi nell’ordine di 500 dollari/Mb (Shendure and Ji, 2008; Kircher and Kelso, 2010). 
Gli errori di sequenziamento che si osservano più frequentemente sono riconducibili 
essenzialmente agli errori introdotti nello step di amplificazione, alla contaminazione 
del campione in esame o allo slittamento della polimerasi in corrispondenza di sequenze 
omopolimeriche; nonostante ciò, il tasso di errore medio si attesta intorno a valori 
piuttosto bassi, nell’ordine di 10-3. 
 
1.3.2 Sequenziamento di nuova generazione (NGS) 
Il sequenziamento del DNA, basato sul tradizionale metodo Sanger, unica metodica 
disponibile fino a qualche anno fa, ha subito un’improvvisa accelerazione nell’ultimo 
decennio grazie alla nascita delle tecnologie di sequenziamento di nuova generazione 
(NGS, Next Generation Sequencing). Lo sviluppo di piattaforme che sfruttano questa 
nuova tecnologia ha determinato un profondo cambiamento nella metodologia di 
sequenziamento degli acidi nucleici, aprendo la via a nuove opportunità in quei settori 
in cui l’analisi del DNA è alla base delle procedure d’indagine. 
Le tecnologie NGS, che implementano un sistema dotato di maggiore processività per la 
lettura delle sequenze in parallelo, sono in grado di produrre grandi quantità di dati in 
tempi ridotti: si pensi, ad esempio, che le piattaforme NGS HiSeq X Series di Illumina 
possono produrre fino a 6 miliardi di reads con un ciclo di sequenziamento di soli 3 
giorni. Parallelamente a questo sviluppo in termini di throughput, vi è stata una drastica 
riduzione in termini di costi che ha portato, per esempio, il sequenziamento di una Mb a 
costare meno di 1 dollaro contro i circa 10.000 dollari necessari per ottenere lo stesso 
risultato nel 2000.  
Se da un lato le tecnologie NGS hanno il notevole vantaggio di riuscire a produrre 
milioni di sequenze di DNA in una sola reazione, dall’altro l’ingente mole di dati 
prodotta rappresenta tutt’oggi un’importante sfida per la gestione e l’analisi 
bioinformatica. Si sono resi necessari, pertanto, l’implementazione di sistemi in grado 
di immagazzinare la sempre più crescente quantità di dati e, parallelamente, lo sviluppo 
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di algoritmi bioinformatici avanzati che consentano di analizzare con efficacia i dati 
prodotti, semplificando l’interpretazione biologica.  
Le tecnologie NGS consentono, rispetto al sequenziamento Sanger, di ottenere una serie 
di vantaggi, non solo in termini di costi e tempi ridotti, ma anche in relazione alla 
possibilità di processare parallelamente più campioni in una stessa reazione di 
sequenziamento; il processo, noto come multiplexing, assegna ai frammenti di ciascun 
campione una breve sequenza nucleotidica o barcode che, in fase di analisi dei dati, 
permette la loro identificazione e la loro assegnazione in maniera univoca al campione 
di appartenenza. 
Un’altra caratteristica tipica del sequenziamento NGS è la capacità di rilevare in 
maniera accurata la presenza di alleli a bassa frequenza, permettendo l’identificazione di 
variazioni in campioni a mosaico o di delezioni in eterozigosi. Diversamente dal metodo 
Sanger, il numero di volte che un frammento di DNA viene amplificato e sequenziato è 
proporzionale all’abbondanza di tale segmento nel campione originario per cui, tramite 
l’utilizzo di specifici algoritmi nell’analisi dei dati, è possibile identificare variazioni nel 
numero di copie (CNVs) (Tucker et al., 2009b).  
A fronte di una serie di aspetti positivi e dei vantaggi che ne derivano nei diversi ambiti 
della biologia molecolare, la tecnologia NGS presenta tuttavia dei limiti che ne 
condizionano l’applicazione. Le piattaforme di sequenziamento di nuova generazione ad 
oggi disponibili generano reads di sequenza in media più corte (35 – 400 bp) rispetto a 
quelle ottenibili con il tradizionale metodo Sanger (500 bp – 1 kb) (Hert et al., 2008). 
Questo aspetto rende l’assemblaggio delle sequenze notevolmente difficoltoso, 
soprattutto nei casi di genomi non noti (sequenziamento de novo) (Nagarajan and Pop, 
2010) o con ampie zone ripetute o contenenti dei riarrangiamenti. L’implementazione 
del sequenziamento paired-end o mate-paired, che prevede il sequenziamento dei 
frammenti di DNA a partire dalle estremità e in direzioni opposte, ha permesso di 
superare quasi completamente questo limite consentendo l’analisi di frammenti di DNA 
lunghi fino a 5 – 10 kb e riuscendo ad identificare varianti strutturali nel genoma umano 
più estese di 3 kb (Korbel et al., 2007).  
Rispetto al sequenziamento Sanger, inoltre, le tecnologie di nuova generazione 
mostrano un tasso di errore nella chiamata delle basi in media più elevato: se nel caso 
dei sequenziatori capillari in media una lettura su mille corrisponde ad una base errata 
(10-3), il tasso di errore delle piattaforme NGS si attesta intorno a valori compresi tra lo 
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0,1% e l’1% (10-3 – 10-2) (Liu et al., 2012). Tale limite può essere in gran parte superato 
mediante un incremento della profondità di lettura (coverage o depth; indica quante 
volte un nucleotide viene letto durante il sequenziamento), cioè aumentando il numero 
di reads sequenziate, in modo da migliorare la qualità dell’esperimento e rendere il 
risultato prodotto più accurato.  
Dal confronto tra le tecnologie di sequenziamento di prima generazione e di seconda 
generazione si può facilmente comprendere come le tecniche NGS abbiano dato origine 
ad un enorme impulso negli studi di biologia molecolare grazie alla loro capacità di 
produrre una grande quantità di dati di sequenza in tempi estremamente ridotti, aprendo 
nuovi fronti di ricerca e consentendo il raggiungimento di risultati fino a pochi anni fa 
insperati. Il metodo Sanger, tuttavia, a causa della sua elevata affidabilità, costituisce 
ancora oggi la tecnica d’elezione nella pratica clinico-diagnostica del sequenziamento 
degli acidi nucleici, rappresentando il sistema più utile nella validazione dei risultati 
ottenuti mediante tecnologia NGS.  
 
1.3.2.1 Tecnologie NGS 
Nell’ultimo decennio sono state sviluppate e perfezionate numerose piattaforme basate 
sul sistema di sequenziamento di nuova generazione, dando origine ad una vera e 
propria rivoluzione nel campo del sequenziamento degli acidi nucleici, sia per la grande 
quantità di dati prodotta che per la velocità con cui essi vengono generati.  
Sebbene si differenzino per il tipo di biochimica alla base e per i metodi di acquisizione 
e di elaborazione dei dati, le diverse piattaforme NGS sono accomunate da un workflow 
operativo suddiviso in quattro fasi principali: 
- preparazione della libreria di frammenti di DNA; 
- amplificazione clonale dei frammenti; 
- sequenziamento; 
- analisi bioinformatica dei dati. 





454 Genome Sequencer FLX (Roche Diagnotics Corporation). La piattaforma 454, 
commercializzata nel 2005 da 454 Life Sciences (ora proprietà di Roche Diagnostics 
Corporation), è stata la prima strumentazione NGS ad essere stata lanciata sul mercato 
(Margulies et al., 2005). Essa sfrutta una tecnologia di sequenziamento alternativa nota 
come pirosequenziamento (Ronaghi et al., 1996), basata sulla determinazione della 
presenza del pirofosfato rilasciato in seguito all’incorporazione di una base azotata nella 
catena nascente di DNA. Il pirofosfato funge da substrato per una serie di reazioni che, 
tramite l’enzima luciferasi, producono un’emissione di energia luminosa che viene 
rilevata da un sensore.  
In questo sistema (Figura 6) il DNA a doppio filamento viene frammentato e denaturato 
e, alle estremità di ciascun frammento, vengono attaccate delle corte sequenze 
oligonucleotidiche, chiamate adattatori, necessarie per le successive fasi di 
amplificazione e sequenziamento (Figura 6a).  
La libreria di frammenti così costruita viene ibridata a sfere di agarosio del diametro di 
28 µm che presentano sulla loro superficie oligonucleotidi complementari agli 
adattatori. L’amplificazione clonale dei frammenti avviene tramite PCR in emulsione 
(emPCR, emulsion PCR) (Dressman et al., 2003): ciascuna biglia, legata ad un solo tipo 
di frammenti, viene posta nella fase acquosa di un’emulsione di acqua in olio 
contenente i reagenti di PCR (Figura 6b). 
Avvenuta l’amplificazione, le sfere sono poste in una piastra (PTP, picotiter plate) 
costituita da pozzetti di diametro tale da poter accogliere una sola sfera (44 µm) (Figura 
6c). A questo punto vengono aggiunte sfere più piccole legate a sulfurilasi, luciferasi, 
apirasi e luciferina, enzimi e substrati necessari per la successiva reazione di 
sequenziamento. Il pirosequenziamento prevede il completamento iterativo del 
filamento di DNA nascente e la simultanea lettura del segnale emesso dai nucleotidi 
incorporati (sequenziamento per sintesi, SBS, sequencing by synthesis). Se il dNTP è 
complementare al filamento stampo, la sua incorporazione causa il rilascio di un 
pirofosfato che, in seguito all’azione della sulfurilasi, viene convertito in ATP (Figura 
7). L’ATP prodotto innesca la reazione della luciferasi che, convertendo la luciferina in 
ossiluciferina, produce energia luminosa in quantità proporzionale all’ATP presente e, 
di conseguenza, al numero di nucleotidi aggiunti al filamento. Il segnale luminoso 
emesso viene trasmesso attraverso le fibre ottiche della piastra e misurato da un sensore 
CCD (Charge-Coupled Device) che lo elabora per ottenere la sequenza nucleotidica. I 
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dNTPs non incorporati e l’ATP vengono degradati dall’enzima apirasi e il sistema 










Figura 7. Illustrazione schematica della reazione di pirosequenziamento (Ansorge, 
2009). 
 
Il pirosequenziamento presenta svantaggi soprattutto nel caso di omopolimeri (cioè 
sequenze costituite dalla stessa base, ad esempio AAAA): dal momento che non c’è 
nessun tipo di gruppo terminatore della catena di DNA, ad ogni ciclo di sequenziamento 
possono essere incorporate più basi uguali contemporaneamente e il loro numero può 
essere dedotto soltanto dall’intensità della luce emessa che, in alcuni casi, può essere 
fuorviante. Di conseguenza, l’errore che si osserva più frequentemente utilizzando una 
piattaforma 454 è l’inserzione o la delezione di una o più basi, mentre gli errori di 
sostituzione di singola base sono piuttosto rari.  
Rispetto ad altre tecnologie NGS, questa piattaforma produce reads alquanto lunghe, 
comprese tra le 200 e le 300 bp, che la rendono particolarmente adatta ad alcuni tipi di 
applicazioni come il sequenziamento de novo e la metagenomica (Shendure and Ji, 
2008).  
La versione più recente di questo strumento, nota come GS FLX Titanium XL, riesce a 
produrre reads lunghe fino a 1000 bp con un throughput di 700 Mb per run 
(http://454.com/products/gs-flx-system/index.asp).  
Nonostante lo sviluppo tecnologico promosso negli ultimi anni, questo sistema presenta 
un tasso di errore piuttosto elevato (attestabile intorno ad un valore medio dell’1%) e 
non equamente distribuito. Le principali fonti di errore sono la presenza di 
omopolimeri, la lunghezze delle sequenze prodotte e la localizzazione spaziale delle 
sfere nelle piastre PTP (Gilles et al., 2011).  
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Genome Analyzer (Illumina). Comunemente indicata come Solexa dal nome 
dell’azienda che la introdusse nel mercato nel 2006, questa piattaforma nasce dal lavoro 
di Turcatti e colleghi sul sequenziamento a terminazione reversibile (Fedurco et al., 
2006; Turcatti et al., 2008) e dalla fusione di quattro aziende – Solexa, Lynx 
Therapeutics, Manteia Predictive Medicine e Illumina. 
La tecnologia di sequenziamento di cui si avvale, e che al momento è adottata dalla 
maggior parte delle piattaforme NGS, è nota come sequenziamento per sintesi (SBS, 
sequencing by synthesis); essa permette, utilizzando dNTPs marcati con quattro diversi 
fluorocromi e sfruttando la chimica a terminazione di catena reversibile, 
l’identificazione delle singole basi di un frammento di DNA man mano che vengono 
incorporate nel processo di sintesi di un nuovo filamento complementare.  
Nella fase iniziale il DNA viene frammentato e alle estremità di ciascun frammento 
vengono attaccate delle sequenze oligonucleotidiche (adattatori) necessarie per il 
successivo processo di amplificazione. I frammenti di DNA, una volta denaturati, si 
legano, tramite una delle due estremità, alla superficie di un vetrino, chiamato flow-cell, 
sulla quale sono presenti le sequenze oligonucleotiche complementari agli adattatori. La 
flow-cell, composta da otto lanes indipendenti, costituisce il supporto fisico sul quale 
avvengono tutte le reazioni dello strumento. L’estremità libera di ciascun frammento, 
ibridandosi all’oligonucleotide complementare presente sulla superficie del vetrino, crea 
una caratteristica struttura “a ponte” che dà inizio all’amplificazione dei frammenti. 
Ciascun filamento viene quindi clonato attraverso la cosiddetta “PCR a ponte” (bridge 
amplification) (Adessi et al., 2000; Fedurco et al., 2006) che genera, per ciascun 
templato, circa 1000 copie identiche di DNA organizzate in microaree circoscritte della 
flow-cell chiamate clusters (Figura 8a). 
Una volta avvenuta la generazione dei clusters, gli ampliconi prodotti vengono 
denaturati e linearizzati e un primer di sequenziamento funge da innesco per la reazione 
di sequenziamento vera e propria (Figura 8b). Durante ciascun ciclo, alla reazione 
vengono aggiunti, oltre alla DNA polimerasi, i quattro dNTPs opportunamente 
modificati: ciascuno di essi è legato ad un diverso marcatore fluorescente e all’estremità 
3’-OH presenta un gruppo terminatore della catena reversibile, in modo tale da impedire 
che, per ciascun ciclo di sequenziamento, venga aggiunto più di un nucleotide per volta. 
Ad ogni ciclo un laser eccita il gruppo fluorescente legato al dNTP incorporato 
generando un’emissione luminosa che ne permette l’identificazione; una volta avvenuta 
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l’assegnazione della base, il gruppo terminatore presente al 3’-OH e il fluorocromo 
vengono rimossi, in modo tale da consentire l’appaiamento, e quindi il sequenziamento, 
della base successiva. L’intero processo si ripete finché non viene raggiunto il numero 







Figura 8. Tecnologia di sequenziamento per sintesi (Mardis, 2008). 
 
Le prime versioni della piattaforma erano caratterizzate da un tasso di errore non 
trascurabile e da reads molto corte (circa 35 bp), ma erano in grado di ottenere 
throughput elevati a costi contenuti. Le modifiche apportate alla tecnologia e ai 
protocolli hanno sensibilmente ridotto gli errori di sequenziamento, seppure siano 
ancora presenti dei bias (Nakamura et al., 2011), e aumentato la lunghezza delle reads 
fino a 150 bp. Al contrario della piattaforma 454, l’errore più frequente è la sostituzione 
di singola base (Hutchinson, 2007), mentre sono rari gli errori di inserzione o delezione.  
Soltanto qualche anno dopo il lancio della prima piattaforma, Illumina ha implementato 
il sequenziamento paired-end: ciascun frammento della libreria viene sequenziato a 
partire da entrambe le estremità e in direzioni opposte. In questo modo la tecnica risulta 
più sensibile e accurata di quella single-end, in cui i frammenti sono sequenziati a 
partire da una sola delle due estremità, dal momento che facilita notevolmente le 
successive operazioni di allineamento con la sequenza di riferimento.  
Il sistema proposto da Illumina è ad oggi il più diffuso tra le tecnologie NGS, sia grazie 
all’elevata accuratezza dei dati prodotti, sia per la disponibilità commerciale di 
numerosi sequenziatori adatti alle diverse esigenze. 
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SOLiD (Applied Biosystems). La piattaforma SOLiD, introdotta nel mercato a partire dal 
2007, trae origine dal sistema descritto da Shendure e colleghi nel 2005 (Shendure et al., 
2005) e dal lavoro di McKernan e colleghi (McKernan et al., 2006) all’Agencourt 
Personal Genomics (acquisita da Applied Biosystems nel 2006). 
Come nel sistema 454, dopo la denaturazione della doppia elica e l’aggiunta di 
adattatori alle estremità, i frammenti di DNA vengono ibridati a piccole sfere mediante 
il legame ad oligonucleotidi complementari che ne ricoprono la superficie. Le sfere, del 
diametro di 1 µm, vengono immerse in un’emulsione di acqua in olio insieme ai 
reagenti per l’amplificazione; ugualmente al sistema 454, i frammenti vengono clonati 
tramite PCR in emulsione (Dressman et al., 2003).  
Avvenuta l’amplificazione, le sfere vengono depositate sulla superficie di un supporto 
di vetro che, a differenza della piastra PTP del 454, non dispone di pozzetti: esse si 
legano covalentemente alla superficie opportunamente trattata della piastra tramite le 
estremità dei filamenti amplificati.  
Diversamente dalle tecnologie descritte precedentemente che sfruttano il 
sequenziamento per sintesi, il SOLiD si avvale del sequenziamento per ligazione (SBL, 
sequencing by ligation) (Macevicz, 1998; McKernan et al., 2006; Shendure et al., 2005) 
da cui l’acronimo SOLiD deriva (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and 
Detection). La reazione di sequenziamento viene innescata dall’ibridazione di un primer 
complementare all’adattatore legato al DNA stampo (Figura 9) orientato in modo tale da 
consentire la ligazione all’estremita 5’ di sonde opportunamente costruite. Ogni sonda 
consiste in un ottamero costituito da due basi specifiche seguite da sei basi degenerate 
con uno dei quattro marcatori fluorescenti legato all’estremità 5’. Le due basi non 
degenerate corrispondono ad una delle 16 possibili combinazioni di coppie di basi. Le 
ultime tre basi dell’ottamero possono essere rimosse per via di un sito di taglio presente 
tra le basi 5 e 6.  
Nel primo ciclo di sequenziamento, per azione della DNA ligasi, avviene l’ibridazione 
delle sonde complementari al DNA stampo e la conseguente emissione di un segnale 
fluorescente che viene rilevato. La porzione marcata delle sonde ligate (ultime tre basi) 
viene tagliata via in modo da rigenerare un gruppo fosfato all’estremità 5’ per il legame 
con la sonda successiva (Figura 9). Per completare l’estensione del primer legato 
all’adattatore vengono ripetuti in sequenza sette cicli di ligazione. Il filamento neo-
sintetizzato viene lavato via e al DNA stampo viene ibridato un nuovo primer di 
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sequenziamento sfasato di una base (n-1) rispetto al primer usato nel passaggio 
precedente (n). Ad ogni passaggio vengono impiegati nuovi primers sfasati di una base 
rispetto ai precedenti (n-2, n-3, ecc…, per un totale di 5 diversi primers); questo tipo di 




Figura 9. Metodo impiegato dalla tecnologia SOLiD (Voelkerding et al., 2009). 
 
La composizione nucleotidica del DNA stampo viene interpretata in base all’emissione 
dei fluorofori in seguito alla ligazione delle diverse sonde. Il colore emesso da ciascun 
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fluoroforo permette di identificare la coppia delle prime due basi, ma non è sufficiente 
per distinguere un nucleotide dall’altro. Oltre alla specifica emissione di ciascuna 
coppia, è necessario infatti che una delle due basi della sequenza sia nota; questo è 
possibile perché, grazie all’uso di primers sfasati, vengono sequenziate anche diverse 
basi dell’adattatore. Questa informazione fornisce una sequenza di riferimento di 
partenza che viene utilizzata in combinazione con un sistema di codifica a 2 basi (in cui 
ogni coppia di basi adiacenti è correlata ad un fluoroforo specifico) (McKernan et al., 
2006) che permette di decifrare algoritmicamente la sequenza del DNA stampo (Figura 
10). Infatti, dato che ciascun colore rappresenta quattro possibili coppie di basi e per 
ognuna di esse il secondo nucleotide coincide con la prima base della coppia successiva, 
conoscere anche solo una base della sequenza permette di interpretare la sequenza del 






Figura 10. Sistema di codifica a due basi e ricostruzione statistica della sequenza di 






Figura 11. Sistema di codifica a due basi. 
Si suppongono note la prima base (A) e l’ordine dei colori rilevati. Dallo schema di 
codifica è evidente che se la coppia è identificata dal colore rosso e la prima base è una 
A, allora sicuramente la seconda base sarà una T. Nella seconda coppia, la prima base è 
la T appena identificata e il colore della coppia è il verde: la seconda base sarà 
sicuramente una G (Mardis, 2008).  
 
La lunghezza delle reads generate dal SOLiD varia tra le 25 e le 35 bp e ciascuna corsa 
dello strumento produce oltre 4 miliardi di basi (4 Gb). Grazie al sequenziamento a due 
basi, inoltre, l’accuratezza è molto elevata (intorno al 99%).   




Tabella 1. Comparazione delle piattaforme NGS (Voelkerding et al., 2009). 
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Anche se le prestazioni delle varie tecnologie sono in continua evoluzione e i dati a 
disposizione sono perciò molto spesso discordanti, è possibile comunque confrontare le 
principali piattaforme di seconda generazione disponibili sul mercato in base ad alcuni 
parametri come l’accuratezza, la lunghezza delle reads e i costi. Nonostante ciascuno 
strumento presenti caratteristiche uniche adatte a determinate applicazioni, esperimenti 
di metagenomica condotti con diverse piattaforme hanno mostrato che, entro il limite 
degli errori statistici, i risultati ottenuti sono pressoché paragonabili (Luo et al., 2012).  
 
1.3.2.2 Analisi dei dati NGS 
Gli esperimenti condotti con le piattaforme di sequenziamento di nuova generazione 
generano una quantità di informazioni senza precedenti (nell’ordine di 1012 byte, TB), 
rappresentando una sfida importante per la gestione, l’archiviazione e, soprattutto, per 
l’analisi bioinformatica dei dati (Pop and Salzberg, 2008). 
I software di analisi dei dati NGS presentano caratteristiche differenti in base alla 
tecnologia specifica di ciascuna piattaforma, ma nel complesso si basano su pipeline 
bioinformatiche di analisi che convertono le immagini di luminescenza o di 
fluorescenza acquisite dallo strumento in sequenze nucleotidiche, chiamate reads di 
sequenza. Il processo, che prende il nome di base calling (o “chiamata delle basi”), 
comprende inoltre l’assegnazione di un punteggio di qualità per ciascun nucleotide della 
read, definito Quality Score (QS), che indica la probabilità di errore. Il calcolo del 
Quality Score si basa sul valore dello storico Phred quality score, introdotto nel 1998 
per l’analisi dei dati di sequenza del metodo Sanger (Ewing et al., 1998; Ewing and 
Green, 1998). Il Phred quality score (q) è calcolato come q = - 10 • log10 (e), dove e 
rappresenta la probabilità di identificazione non corretta di una base. Pertanto una 
probabilità di identificare una base in modo non corretto pari a 0,1 (10%), 0,01 (1%) o 
0,001 (0,1%) corrisponde ad un valore di Quality Score di 10, 20 o 30 rispettivamente.  
I dati relativi alla sequenza nucleotidica delle reads e i valori di Quality Score associati 
a ciascun nucleotide sono organizzati in un file di output in formato FASTQ e vengono 
utilizzati nella successiva fase di analisi che consiste nell’allineamento delle reads di 
sequenza prodotte dallo strumento alla sequenza di un genoma di riferimento.  
Il processo di alignment (o “allineamento”) è piuttosto complesso e, per essere 
efficiente ed evitare allineamenti non corretti, necessita di reads di sequenza più lunghe 
di 30 bp. È stato dimostrato che mentre il 97% del genoma di E. coli può essere 
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allineato in modo univoco con reads di 18 bp, reads di 30 bp si allineano in modo 
univoco soltanto sul 90% del genoma umano (Whiteford et al., 2005; Warren et al., 
2007).  
La fase di allineamento è possibile grazie allo sviluppo e alla diffusione in commercio 
di numerosi software, ciascuno basato su un diverso algoritmo di allineamento; ne sono 
esempi i software BWA (Burrows-Wheeler Aligner) (Li and Durbin, 2009), Bowtie, 
MAQ (Mapping and Assembly with Quality) (Li et al., 2008), SOAP (Short 
Oligonucleotide Analysis Package) e SHRiMP (SHort Read Mapping Package). Essi 
consentono inoltre la successiva operazione di assemblaggio delle reads, in cui le 
sequenze lette e allineate vengono composte tra loro a formare la sequenza genica 
originale del campione in input. I risultati ottenuti dalle operazioni di allineamento e 
assemblaggio sono archiviati in file di output in formato SAM (Sequence Alignment 
Map) e BAM (Binary Alignment Map).  
Una volta che la sequenza genica del campione in esame è stata ricostruita, dal 
confronto con il genoma di riferimento vengono individuate le posizioni geniche dove 
le reads differiscono da esso. Il processo, noto come variant calling (o “chiamata delle 
varianti”), identifica tutte le varianti presenti nel campione in esame, riportando non 
soltanto polimorfismi o mutazioni, ma anche eventuali varianti derivanti da errori di 
sequenziamento. Uno dei problemi maggiori di un’operazione di variant calling è 
proprio la capacità dei software di discriminare tra varianti realmente presenti nel 
campione in esame e varianti dovute ad artefatti del sequenziamento o ad errori nella 
fase di allineamento.  
Il software ad oggi più utilizzato per l’identificazione e l’analisi delle varianti è GATK 
(Genome Analysis Toolkit), diffuso dal Broad Institute ed impiegato in due grandi 
progetti come il “1000 Genome Project” (http://www.internationalgenome.org/) e il 
“The Cancer Genome Atlas” (https://cancergenome.nih.gov/). Altri software 
ampiamente utilizzati nella fase di variant calling sono SOAPsnp, VarScan e Atlas 2.  
Le varianti individuate dal processo di variant calling sono memorizzate in un file in 
formato VCF (Variant Call Format) che, oltre a riportare tutte le varianti identificate 
(varianti a singolo nucleotide (SNVs), inserzioni/delezioni (indels) e altre varianti 
strutturali), contiene informazioni relative alla posizione cromosomica, alla profondità 
di lettura, alla frequenza allelica, ecc..., di ciascuna di esse.   
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Poiché un’analisi NGS porta all’identificazione di una grande quantità di varianti 
(soprattutto nel caso di esperimenti di sequenziamento dell’intero genoma o 
dell’esoma), è necessario determinare quali di queste varianti, non dovute ad errori di 
sequenziamento, potrebbero avere un significato patogenetico, riducendo così la 
quantità di dati da analizzare. Il processo di filtering (o “filtraggio”) si avvale di alcuni 
criteri di selezione piuttosto ampi, ma efficaci nel rimuovere varianti di scarso 
significato biologico. Alcuni criteri utilizzati nelle operazioni di filtraggio sono: 
- la frequenza allelica (le varianti con frequenza uguale o superiore all’1% sono 
verosimilmente polimorfismi neutrali e pertanto possono essere escluse 
dall’analisi); 
- la modalità di segregazione delle varianti nell’albero genealogico (vengono 
selezionate tutte le varianti compatibili con un dato modello di trasmissione); 
- la comparazione tra tessuto sano e tessuto tumorale (volendo individuare le 
mutazioni somatiche sviluppatesi soltanto nelle cellule tumorali, si procede 
all’esclusione delle varianti presenti in entrambi i tessuti). 
Terminata la fase di filtraggio, che ha il vantaggio di ridurre notevolmente la mole di 
dati da analizzare, si passa alla fase di annotation (o “annotazione”) funzionale delle 
varianti: il software di analisi fornisce tutti i dati eventualmente disponibili nei database 
e/o in letteratura, indicando se si tratti di polimorfismi, mutazioni patogenetiche note o 
varianti del tutto nuove e quindi dal significato incerto. La fase di annotazione è 
piuttosto complessa e, anche se può essere automatica, non di rado è ancora 
parzialmente o totalmente manuale; essa tiene conto di numerosi parametri quali, ad 
esempio, i risultati delle predizioni in silico, il possibile influsso del contesto genomico 
circostante, gli eventuali effetti modulatori sul fenotipo pur in assenza di un effetto 
patogeno diretto e, se esistenti, i dati già pubblicati in letteratura. Gli algoritmi più 
comunemente utilizzati per l’annotazione delle varianti sono SIFT (Sorting Intolerant 
from Tolerant) (Kumar et al., 2009), Polyphen-2 (Polymorphism Phenotyping v2), 
ANNOVAR (Wang et al., 2010), SnpEff, SNPeffect e VAT (Variant Annotation Tool).  
 
1.3.2.3 Applicazioni della tecnologia NGS 
Successivamente alla messa in commercio della prima piattaforma, le tecnologie NGS 
hanno notevolmente accelerato la crescita di vari settori della biologia molecolare, 
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consentendo di effettuare esperimenti che in precedenza non erano tecnicamente 
possibili o convenienti da un punto di vista economico.  
Di seguito sono descritte le principali applicazioni della tecnologia NGS.  
Sequenziamento de novo. Per sequenziamento de novo si intende la determinazione 
della sequenza di un genoma per il quale non si dispone di dati di riferimento. 
La capacità delle tecnologie NGS di effettuare analisi ad alta processività è stata 
sfruttata per sequenziare interi genomi, da quelli di microrganismi a quelli umani 
(Sundquist et al., 2007; Chaisson and Pevzner, 2008; Cokus et al., 2008; Durfee et al., 
2008). Come è intuibile, la genomica è l’ambito che maggiormente ha beneficiato 
dell’aumento del throughput e dell’abbattimento dei costi raggiunti con le tecniche di 
sequenziamento di nuova generazione. Basti pensare che oggi il sequenziamento del 
genoma umano impiegherebbe pochi giorni contro i 10 anni che sono stati necessari per 
l’ottenimento del primo draft con il metodo Sanger (International Human Genome 
Sequencing Consortium, 2001).  
Sequenziamento del trascrittoma (RNA-Seq) o dei microRNA. Il sequenziamento degli 
RNA fornisce informazioni quantitative sulle differenze nei livelli di espressione dei 
geni in tessuti diversi o in uno stesso tessuto analizzato in diverse condizioni 
sperimentali (ad esempio sottoposto a diversi trattamenti) o in differenti stadi di 
sviluppo.  
Rispetto ai microarray di espressione genica che consentono l’analisi soltanto di 
sequenze geniche note, la tecnologia RNA-Seq risulta vantaggiosa perché permette di 
caratterizzare i trascritti di un gene senza una conoscenza a priori dei siti di inizio della 
trascrizione (Wang et al., 2009). La tecnica mostra inoltre una migliore capacità nel 
distinguere le diverse isoforme di RNA, nel determinare l’espressione allelica e nel 
rilevare le variazioni di sequenza.  
Questa tecnica trova numerose applicazioni ed è stata impiegata per studiare il profilo 
trascrittomico delle cellule staminali (Cloonan et al., 2008), per studiare lo splicing 
alternativo nelle cellule umane (Sultan et al., 2008), nonché per studi di trascrittomica in 
numerosi organismi, inclusi il Saccharomyces cerevisiae e l’Arabidopsis thaliana 
(Lister et al., 2008; Nagalakshmi et al., 2008).  
Resequencing. È il risequenziamento di un intero genoma già sequenziato (o di una sua 
specifica porzione) che viene effettuato allo scopo di identificare eventuali variazioni di 
47 
 
sequenza, quali mutazioni puntiformi, inserzioni, delezioni e variazioni nel numero di 
copie (CNVs, Copy Number Variants). Questa tecnica è stata applicata con successo 
allo studio delle patologie umane, consentendo l’identificazione di nuovi loci genici 
coinvolti nella loro eziopatogenesi e la comprensione dei meccanismi di sviluppo delle 
malattie.  
Oltre all’intero genoma (whole genome sequencing, WGS), le piattaforme NGS possono 
essere utilizzate per sequenziare selettivamente determinate regioni genomiche o 
specifici geni (tramite le tecniche di targeted resequencing o amplicon sequencing) o 
per ottenere informazioni sull’intero esoma (tramite whole exome sequencing, WES). 
Quest’ultimo approccio si è rivelato particolarmente utile per la ricerca di geni candidati 
in malattie poligeniche e multifattoriali.  
Metagenomica. La metagenomica è una branca della genomica che si occupa dello 
studio di comunità microbiche direttamente nel loro ambiente naturale, evitando così il 
problema della coltura delle singole specie microbiche su terreni selettivi. Le tecnologie 
NGS hanno avuto un enorme impatto sugli studi di metagenomica permettendo di 
ottenere l’accesso ad informazioni enormemente maggiori di quelle ottenibili in 
precedenza. Le applicazioni possibili sono innumerevoli e comprendono la 
caratterizzazione delle comunità microbiche umane a fini clinici e lo studio di 
popolazioni microbiche ambientali al fine di identificare eventuali geni utili per scopi 
commerciali quali la produzione di biocarburanti o di altri composti a carattere 
farmaceutico o agrochimico (Schloss and Handelsman, 2003; Jaenicke et al., 2011).  
ChIP Sequencing (ChIP-Seq). La caratterizzazione delle proteine regolatrici associate al 
DNA si avvale da tempo dell’impiego di una tecnica basata sull’immunoprecipitazione 
della cromatina (ChIP, Chromatin ImmunoPrecipitation) seguita dall’ibridazione ad un 
microarray (chip) (ChIP-on-chip) (Ren et al., 2000).  
Grazie all’introduzione delle piattaforme di sequenziamento di nuova generazione, la 
tecnologia ChIP-on-chip è stata progressivamente sostituita da approcci di ChIP-Seq, in 
cui il DNA immunoprecipitato viene convertito in una libreria di frammenti sottoposta a 
sequenziamento NGS (Barski et al., 2007; Schones and Zhao, 2008). Gli studi di ChIP-
Sequencing condotti fino ad oggi indicano che questo tipo di tecnologia presenta 
numerosi vantaggi rispetto all’approccio classico di ChIP-on-chip perché permette di 
ottenere una migliore risoluzione, come evidenziato dall’identificazione di nuovi siti di 
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legame, e perché, al pari dell’RNA-Seq, non richiede la conoscenza a priori delle regioni 
genomiche in cui le proteine si legano (Johnson et al., 2007, Robertson et al., 2007). 
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2. SCOPO DELLA TESI 
La diagnostica molecolare odierna si avvale di numerose tecniche per l’identificazione 
di mutazioni causative in geni responsabili di malattie genetiche. Il metodo più 
comunemente utilizzato e che rappresenta il gold standard per l’identificazione delle 
mutazioni è il sequenziamento automatico Sanger, preceduto dall’amplificazione delle 
sequenze codificanti del gene candidato mediante PCR.    
Tuttavia, se il gene è di grandi dimensioni e le mutazioni si distribuiscono lungo il gene 
in maniera casuale per la mancanza di hot spots mutazionali, come nel caso del gene 
NF1, il metodo Sanger è piuttosto laborioso e richiede tempi estremamente lunghi, 
consentendo il sequenziamento di sole 96 reazioni in parallelo.  
La nascita di metodologie di sequenziamento di nuova generazione (NGS) ha 
completamente rivoluzionato i campi della biologia molecolare e della genetica; grazie 
all’elevata processività, le nuove tecnologie hanno dato un nuovo impulso alla pratica 
clinica, facilitando la ricerca di mutazioni in geni di grandi dimensioni e abbattendo i 
costi e i tempi di analisi.  
Lo scopo della tesi è verificare l’applicabilità di metodiche di sequenziamento di nuova 
generazione (NGS) per l’analisi del gene NF1 da introdurre nella pratica diagnostica di 
laboratorio. A tal proposito sono state comparate due diverse strategie di 
sequenziamento massivo-parallelo basate sulla tecnologia Illumina che sono state 
adottate per lo studio dei pazienti in analisi per la Neurofibromatosi di tipo 1 presso la 
U. O. di Genetica ed Epidemiologia Clinica dell’Azienda Ospedaliera di Padova. I due 
approcci impiegati per l’analisi del gene NF1 prevedono l’utilizzo di RNA 
(retrotrascritto in cDNA) o di DNA genomico come materiale di partenza per la 
costruzione delle librerie e l’impiego della piattaforma MiSeq Dx (Illumina) per il 
sequenziamento dei campioni.  
L’introduzione della tecnologia NGS nella routine diagnostica, se accurata e precisa, 
permette di ridurre notevolmente i tempi di analisi e di studiare più campioni 





3. MATERIALI E METODI 
3.1 Campione in esame 
Il campione in esame è costituito da 80 individui inseriti nell’analisi di ricerca di 
mutazione nel gene NF1 in seguito a diagnosi clinica, o sospetta diagnosi, di 
Neurofibromatosi di tipo 1 (Tabella 16 in Appendice). 
L’anamnesi familiare e la successiva diagnosi sono state eseguite presso la U. O. di 
Genetica ed Epidemiologia Clinica dell’Azienda Ospedaliera di Padova, secondo i 
protocolli diagnostici in uso presso l’Unità Operativa.  
Ad ogni paziente è stato chiesto di fornire il consenso informato per l’esecuzione 
dell’indagine diagnostica. 
 
3.2 Estrazione di DNA genomico 
Il DNA genomico è stato estratto da cellule leucocitarie di sangue periferico raccolto in 
provette contenenti EDTA mediante il kit commerciale MagPurix Blood DNA 
Extraction kit 200 (Resnova) su estrattore automatico MagPurix (Resnova). L’estrazione 
è avvenuta a partire da 400 µl di sangue intero e il DNA estratto è stato eluito in 100 µl 
di buffer Tris-HCl e conservato a – 20 °C.  
La qualità del DNA estratto è stata valutata mediante elettroforesi su gel di agarosio 
1,5% e mediante spettofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).  
La quantità del DNA estratto è stata misurata mediante il kit QuantiFluor ONE dsDNA 
System (Promega) su fluorimetro Quantus Fluorometer (Promega). 
 
3.3 Estrazione di RNA totale 
L’RNA totale è stato estratto da cellule leucocitarie di sangue periferico raccolto in 
provette PAXgene Blood RNA (PAXgene Blood RNA Tube, Qiagen) seguendo le 
indicazioni del protocollo del kit commerciale PAXgene Blood RNA (Qiagen).  
Per ciascun paziente il sangue prelevato è stato raccolto in due diverse provette e 
l’estrazione è avvenuta in doppio.  
Per impedire eventi di splicing illegittimo, i campioni di sangue sono stati conservati a 
temperatura ambiente e processati entro 4 ore dal prelievo (Wimmer et al., 2000).  
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Dopo un’incubazione a temperatura ambiente per almeno 2 ore per consentire la lisi 
delle cellule, le provette PAXgene Blood RNA sono state centrifugate per 10 minuti a 
5200 rpm. Una volta prelevato ed eliminato il surnatante, il pellet è stato risospeso 
aggiungendo 4 ml di H2O RNase-free e le provette sono state nuovamente centrifugate 
per 10 minuti a 5200 rpm. Eliminato il surnatante, sono stati aggiunti 350 µl di buffer di 
risospensione (Buffer BR1) e il pellet è stato risospeso vortexando la provetta. Il 
campione è stato trasferito in una eppendorf pulita e sono stati aggiunti 300 µl di 
tampone di legame (Buffer BR2) e 40 µl di proteinasi K. Dopo aver mescolato su vortex 
per 5 secondi, il campione è stato incubato a 55 °C per 10 minuti in agitazione. Il lisato 
è stato trasferito in una colonnina PAXgene Shredder (PAXgene Shredder spin column) 
posta in una vial di recupero e centrifugato per 3 minuti a 13200 rpm. Il surnatante della 
frazione eluita è stato trasferito in una nuova eppendorf e mescolato con 350 µl di 
etanolo 100%. 700 µl del campione sono stati trasferiti in una colonnina PAXgene RNA 
(PAXgene RNA spin column) posta in una vial di recupero e centrifugata per 1 minuto a 
13200 rpm. Dopo aver eliminato il surnatante e posto la colonnina in una nuova vial di 
recupero, lo stesso passaggio è stato compiuto per il volume restante di campione (340 
µl). Sono stati aggiunti 350 µl di tampone di legame 1 (Buffer BR3) e la colonnina 
PAXgene RNA è stata centrifugata per 1 minuto a 13200 rpm, eliminando la frazione 
eluita e ponendo la colonnina in una nuova vial di recupero. Il campione è stato 
incubato con una mix costituita da DNasi I (10 µl) e da un tampone per la digestione del 
DNA (Buffer RRD) (70 µl) a temperatura ambiente per 15 minuti. Dopo aver aggiunto 
350 µl di tampone di legame 1, la colonnina è stata centrifugata per 1 minuto a 13200 
rpm, l’eluato scartato e la vial di recupero sostituita. Sono stati aggiunti 500 µl di 
tampone di lavaggio 2 (Buffer BR4) e la colonnina è stata centrifugata per 1 minuto a 
13200 rpm, scartando l’eluato e sostituendo la vial di recupero. Il passaggio è stato 
ripetuto aggiungendo 500 µl di tampone di lavaggio 2 e centrifugando per 3 minuti a 
13200 rpm. Una volta eliminato l’eluato e la vial di recupero, la colonnina PAXgene 
RNA è stata trasferita in una eppendorf pulita e al centro della membrana sono stati 
aggiunti 40 µl di tampone di eluizione (Buffer BR5). La provetta è stata centrifugata per 
1 minuto a 13200 rpm per consentire l’eluizione dell’RNA. La fase di eluizione è stata 
ripetuta riutilizzando i 40 µl di eluato del passaggio precedente e centrifugando 
nuovamente per 1 minuto a 13200 rpm. 
I campioni estratti sono stati conservati a – 80 °C. 
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La qualità dell’RNA estratto è stata valutata mediante elettroforesi su gel di agarosio 
1,5% e mediante spettofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). La quantità 
dell’RNA estratto è stata misurata mediante il kit commerciale QuantiFluor RNA 
System (Promega) su fluorimetro Quantus Fluorometer (Promega). 
 
3.4 Sintesi del cDNA e Amplificazione del trascritto del gene NF1 
Una volta stabilito il grado di purezza, 1,5 γ (µg) di RNA sono stati retrotrascritti in 
cDNA utilizzando l’enzima Superscript II Reverse Transcriptase (RT) (Invitrogen) in 
presenza di random esameri seguendo le indicazioni del protocollo fornito con l’enzima 
(Tabella 2). La reazione, preparata in un volume finale di 20 µl, è stata eseguita in 
doppio nei campioni analizzati e in un controllo sano.  
 
MIX DI REAZIONE VOLUME 
RNA totale 1,5 µg (vol max 10,5 µl) 
Random Examers 0,5 µl 
dNTPs 10 mM 1 µl 
H2O DEPC a 12 µl 
Incubazione a 65 °C per 5 minuti e trasferimento rapido in ghiaccio 
Buffer RT 5X 4 µl 
DTT 0,1 M 2 µl 
RNase OUT 40 U/µl 1 µl 
Incubazione a 25 °C per 2 minuti 
Superscript II Reverse Transcriptase (RT) 1 µl 
Incubazione a 25 °C per 10 minuti – 42 °C per 50 minuti – 70 °C per 15 minuti 
RNase H 2 U/µl 1 µl 
Incubazione a 37 °C per 30 minuti 
 
Tabella 2. Protocollo di retrotrascrizione dell’RNA. 
 
Il cDNA sintetizzato è stato amplificato mediante PCR con primers specifici per le 
regioni codificanti del gene NF1 suddividendo la sequenza del trascritto in 6 ampliconi 
parzialmente sovrapposti. In Tabella 3 sono riportate le sequenze delle coppie di 
primers (forward e reverse) per l’amplificazione degli ampliconi del trascritto del gene 
NF1, con riferimento agli esoni coperti da ciascun amplicone, e le rispettive temperature 
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di annealing con le dimensioni degli amplificati. I primers sono stati reperiti per lo più 
dalla letteratura (Heim et al., 1995) oppure sono stati disegnati utilizzando il software 
Primer3 (http://primer3.ut.ee/) disponibile online. 
 
AMPLICONI ESONI Primer FOR (5’-3’) Primer REV (5’-3’) bp Ta 
1 1-12b atggccgcgcacaggccggtggaat tgacaggaacttctatctgcctgctta 1868 62,5 °C 
2 10b-21 atggtgaaactaattcatgcagat tgtcaaattctgtgccttg 2098 60 °C 
3 int3 19b-23a atggaagcagtagtttcactt cctttttttcttttactgtagct 943 48 °C 
3 bis 23a-29 gcaacttgccactccctact taggacttttgttcgctctgctga 1236 59,6 °C 
4 28-38 ggagtacaccaagtatcatgag tatacggagactatctaaagtatgcag 1990 62,5 °C 
5 35-49 atggaggcatgcatgagagatattc tctgcacttggcttgcggat 1831 62,5 °C 
 
Tabella 3. Primers utilizzati per l’amplificazione del trascritto del gene NF1, con le 
rispettive dimensioni degli amplificati e le temperature di annealing. Per ciascun 
amplicone sono indicati gli esoni coperti.  
Gli esoni del gene NF1 sono nominati secondo quanto riportato da NF Consortium 
Nomenclature (Cawthon et al., 1990).   
 
Le reazioni di PCR sono state preparate in un volume finale di 50 µl secondo il 
protocollo riportato in Tabella 4, utilizzando l’enzima TaKaRa Ex Taq DNA 
Polymerase (Clontech). Il programma di amplificazione utilizzato è descritto in Tabella 
5.  














MIX DI REAZIONE VOLUME 
H2O MilliQ filtrata 24 µl 
Buffer TaKaRa 5X 10 µl 
MgCl2 50 mM 3 µl 
dNTPs mix 10 mM 4 µl 
Primer forward 10 µM 2 µl 
Primer reverse 10 µM 2 µl 
TaKaRa Taq DNA Polymerase (2,5 U/µl) 1 µl 
cDNA 4 µl 
Totale 50 µl 
 
Tabella 4. Mix della reazione di amplificazione (PCR) degli ampliconi del trascritto del 
gene NF1. 
 
TEMPERATURA TEMPO N° CICLI 
92 °C 4’ 1 




72 °C 5’ 




72 °C 5’ + 30’’ a ciclo 
72 °C 10’ 1 
4 °C ∞  
 
Tabella 5. Profilo termico della reazione di amplificazione (PCR) degli ampliconi del 




3.5 Costruzione delle librerie per sequenziamento NGS 
Su 80 pazienti sottoposti a sequenziamento di nuova generazione, 20 sono stati 
analizzati a partire da DNA genomico, 24 da cDNA e 36 a partire sia da DNA genomico 
che da cDNA.  
Per i 60 pazienti dei quali si disponeva del campione di RNA le librerie sono state 
preparate secondo il protocollo del kit commerciale Nextera XT DNA Library Prep Kit 
(Illumina) (vedi § 3.5.1). Il protocollo utilizza come materiale di partenza gli ampliconi 
di PCR (> 300 bp) e prevede la frammentazione del DNA e la contemporanea 
“tagmentazione” dei frammenti ottenuti con delle sequenze oligonucleotidiche 
(adattatori) necessarie per l’appaiamento dei primers nello step successivo. Segue 
l’amplificazione tramite PCR della libreria di frammenti ottenuta che inserisce, alle 
estremità dei frammenti, sia gli adattatori per la generazione dei clusters sulla flow-cell 
che le sequenze indice per l’identificazione di ciascun campione.  
Per 56 pazienti, invece, le librerie sono state preparate secondo il protocollo del kit 
commerciale TruSeq Custom Amplicon Low Input Library Prep Kit (Illumina) (vedi § 
3.5.2). Il protocollo utilizza come materiale di partenza il DNA genomico e prevede 
l’ibridazione del DNA di ciascun paziente ad un pool di sonde custom disegnate per la 
cattura e l’arricchimento delle regioni di interesse. Dopo l’ibridazione delle sonde a 
monte e a valle delle regioni target, segue l’estensione e la ligazione della porzione di 
DNA compresa tra le due sonde che porta alla formazione di prodotti contenenti le 
regioni target di interesse fiancheggiate da corte sequenze complementari ai primers del 
successivo step di amplificazione. La PCR, oltre a clonare le regioni di interesse, 
aggiunge gli adattatori per la generazione dei clusters sulla flow-cell e le sequenze 
indice specifiche per ciascun campione.  
 
3.5.1 Costruzione delle librerie a partire da cDNA  
Quantificazione e diluizione del cDNA. Gli ampliconi del gene NF1 di ciascun paziente 
sono stati quantificati mediante il kit QuantiFluor ONE dsDNA System (Promega) su 
fluorimetro Quantus Fluorometer (Promega) e, tenendo conto della dimensione di 
ciascun amplificato, è stata calcolata la loro molarità. Ciascun amplicone è stato diluito 
a 5 nM e, dopo aver riunito in una sola provetta tutti gli ampliconi di ciascun paziente, è 
stata preparata una diluzione del pool a 0,2 ng/µl. 
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Tagmentazione. 5 µl di ciascun pool di ampliconi a 0,2 ng/µl (1 ng) sono stati incubati 
con 10 µl di Tagment DNA Buffer e 5 µl di Amplicon Tagment Mix a 55 °C per 5 minuti 
e raffreddati a 10 °C. Il trasposoma è stato immediatamente inattivato aggiungendo 5 µl 
di Neutralize Tagment Buffer alla reazione e incubando a temperatura ambiente per 5 
minuti.  
Amplificazione delle librerie. Alla reazione dello step precedente sono stati aggiunti 15 
µl di Nextera PCR Master Mix, 5 µl di primer index 1 e 5 µl di primer index 2. I 
campioni sono stati sottoposti ad un programma di PCR così definito: 
- 72 °C per 3 minuti 
- 95 °C per 30 secondi 
- 12 cicli di: 
o 95 °C per 10 secondi 
o 55 °C per 30 secondi 
o 72 °C per 30 secondi 
- 72 °C per 5 minuti 
- 10 °C ∞ 
Purificazione delle librerie amplificate. 30 µl di biglie magnetiche (AMPure XP beads, 
Beckman Coulter) sono stati aggiunti ai 50 µl di PCR dello step precedente e sono stati 
incubati a temperatura ambiente per 5 minuti. La piastra è stata trasferita su supporto 
magnetico e, dopo la migrazione delle biglie, il surnatante è stato prelevato ed 
eliminato. Le biglie sono state lavate in due step successivi aggiungendo 200 µl di 
etanolo 80% preparato fresco. Una volta eliminato l’etanolo, le biglie magnetiche sono 
state fatte asciugare a temperatura ambiente per 15 minuti. Successivamente le biglie 
sono state risospese aggiungendo 52,5 µl di Resuspension Buffer e incubate a 
temperatura ambiente per 2 minuti. La piastra è stata nuovamente trasferita su supporto 
magnetico e, dopo la migrazione delle biglie, sono stati prelevati 50 µl di surnatante e 
trasferiti in una nuova piastra.  
Controllo delle librerie. La qualità delle librerie ottenute è stata valutata sottoponendo 1 
µl di ciascuna libreria ad elettroforesi capillare su Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies) utilizzando i chip e i reagenti del kit High Sensitivity DNA kit (Agilent 
Technologies). Librerie di buona qualità mostrano frammenti compresi tra 250 bp e 
1000 bp.  
Normalizzazione manuale delle librerie. La normalizzazione delle librerie è stata 
eseguita manualmente anziché tramite passaggi con le biglie magnetiche come previsto 
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dal protocollo. Le librerie sono state quantificate mediante il kit QuantiFluor ONE 
dsDNA System (Promega) su fluorimetro Quantus Fluorometer (Promega) e, tenendo 
conto della dimensione media dei frammenti di ciascuna libreria calcolata dal 
Bioanalyzer, sono state diluite a 3 nM in un volume finale di 10 µl.  
Preparazione delle librerie per caricamento su MiSeq Dx. Sono stati prelevati 5 µl di 
ciascuna libreria 3 nM e sono stati uniti in un pool equimolare. 10 µl del pool di librerie 
sono stati denaturati con 10 µl di NaOH 0,2 N a temperatura ambiente per 5 minuti. Il 
pool (1,5 nM) è stato ulteriormente diluito in Hybridization Buffer (HT1) in due step 
fino alla molarità finale di 10 pM. 
Le librerie sono state caricate su MiSeq Dx (Illumina) insieme ad una libreria di 
controllo (PhiX Control v3, Illumina) all’1%.  
 
3.5.2 Costruzione delle librerie a partire da gDNA 
Disegno del pool di sonde. Il protocollo prevede l’ibridazione del DNA di ciascun 
paziente ad un pool di sonde custom per la cattura e l’arricchimento delle regioni target 
di interesse. Le sonde del nostro pannello di geni sono state precedentemente disegnate 
tramite il software DesignStudio (Illumina) su una regione target complessiva di 75474 
bp comprendente, oltre il gene NF1, altri 28 geni (incluso SPRED1, responsabile della 
sindrome di Legius, patologia che mostra alcuni segni clinici sovrapposti a quelli della 
Neurofibromatosi di tipo 1). Il pannello genera in totale 545 ampliconi lunghi in media 
250 bp e presenta un coverage del 99,71%.  
La regione target del gene NF1 disegnata comprende 58 esoni (57 esoni costitutivi e 
l’esone 23a) e le giunzioni esone-introne (~ 10 bp). Questa regione target, della 
lunghezza complessiva di 11506 bp, è stata amplificata mediante 86 ampliconi con un 
coverage medio del 99,98%. 
Quantificazione e diluizione del DNA genomico. I campioni di DNA sono stati 
quantificati mediante il kit QuantiFluor ONE dsDNA System (Promega) su fluorimetro 
Quantus Fluorometer (Promega) e diluiti alla concentrazione finale di 25 ng/µl in Tris-
HCl 10 mM in un volume finale di 25 µl.  
1 µl di ciascun DNA è stato aliquotato in piastra e diluito aggiungendo 3 µl di 
Resuspension Solution 1 e 1 µl di Sample Stabilization Solution 1. In piastra sono stati 
aggiunti anche un controllo positivo fornito dal kit e opportunamente diluito (2 µl di 
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2800M control DNA diluiti con 2 µl di Resuspension Solution 1 e 1 µl di Sample 
Stabilization Solution 1) e un controllo negativo (5 µl di Resuspension Solution 1). 
Ibridazione del pool di sonde. A ciascun campione sono stati aggiunti 5 µl del pool di 
sonde custom (Custom Amplicon Oligo Tube) diluiti precedentemente con la 
Resuspension Solution 1.  
Al controllo positivo sono stati aggiunti 5 µl di un pool di sonde specifico fornito dal kit 
(Control Oligo Pool) diluiti precedentemente con la Resuspension Solution 1.  
In tutti i campioni sono stati aggiunti 15 µl di Oligo Hybridization for Sequencing 2.  
I campioni sono stati incubati in termomixer per 1 minuto a 95 °C e la temperatura è 
stata successivamente abbassata a 40 °C.  
Rimozione delle sonde non legate. 25 µl di Sample Purification Beads sono stati 
aggiunti alla reazione dello step precedente e sono stati incubati a temperatura ambiente 
per 5 minuti. Dopo aver trasferito la piastra su supporto magnetico, il surnatante è stato 
prelevato e scartato. Le biglie sono state lavate per tre volte con 80 µl di Stringent Wash 
1 ed in seguito con 80 µl di etanolo 60% preparato fresco. Il surnatante prelevato è stato 
eliminato e l’etanolo è stato fatto evaporare a temperatura ambiente per 5 minuti.  
Estensione e ligazione delle sonde legate. A ciascun campione sono stati aggiunti 22 µl 
di una mix costituita da Extension-Ligation Enzyme ed Extension-Ligation Buffer 
preparata precedentemente. I campioni sono stati sottoposti al seguente programma 
termico di estensione e ligazione: 
- 37 °C per 45 minuti 
- 70 °C per 20 minuti 
- 4 °C ∞ 
Amplificazione delle librerie. Alla reazione dello step precedente sono stati aggiunti 4 
µl di Index 1 (i7), 4 µl di Index 2 (i5) e 20 µl di una mix costituita da Enhanced Master 
Mix ed Enhanced DNA Polymerase preparata precedentemente. 
I campioni sono stati sottoposti ad un programma di PCR così definito: 
- 95 °C per 3 minuti 
- 28 cicli di: 
o 98 °C per 20 secondi 
o 67 °C per 20 secondi 
o 72 °C per 40 secondi 
- 72 °C per 1 minuto 
- 10 °C ∞ 
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Purificazione delle librerie amplificate. Dopo aver centrifugato la piastra della 
precedente reazione, per ciascun campione sono stati prelevati 45 µl di surnatante e 
trasferiti in una nuova piastra. Sono stati aggiunti 36 µl di Sample Purification Beads e 
la piastra è stata incubata prima in agitazione a 1800 rpm per 2 minuti e poi a 
temperatura ambiente per 5 minuti. La piastra è stata trasferita su supporto magnetico e, 
dopo la migrazione delle biglie, il surnatante è stato prelevato ed eliminato. Le biglie 
sono state lavate in due step successivi aggiungendo 200 µl di etanolo 80% preparato 
fresco. Una volta eliminato l’etanolo, le biglie sono state fatte asciugare a temperatura 
ambiente per 5 minuti. Per risospendere le biglie sono stati aggiunti 25 µl di 
Resuspension Buffer e la piastra è stata incubata prima in agitazione a 1800 rpm per 2 
minuti e poi a temperatura ambiente per 2 minuti. Dopo aver trasferito nuovamente la 
piastra su supporto magnetico per consentire la migrazione delle biglie, sono stati 
prelevati 20 µl di surnatante e trasferiti in una nuova piastra.  
Controllo delle librerie. La qualità delle librerie ottenute è stata valutata sottoponendo 5 
µl di ciascuna libreria ad una corsa elettroforetica su gel di agarosio 4%. I prodotti di 
PCR dei campioni presentano una dimensione di circa 350 bp, come atteso per 
ampliconi di 250 bp.  
Normalizzazione manuale delle librerie. La normalizzazione delle librerie è stata 
eseguita manualmente, anziché tramite passaggi con le biglie magnetiche come previsto 
dal protocollo. Le librerie sono state quantificate mediante il kit QuantiFluor ONE 
dsDNA System (Promega) su fluorimetro Quantus Fluorometer (Promega) e, tenendo 
conto della lunghezza attesa dei prodotti di PCR (350 bp), è stata calcolata la loro 
molarità. Infine le librerie sono state diluite a 3 nM in un volume finale di 100 µl.  
Preparazione delle librerie per caricamento su MiSeq Dx. Sono stati prelevati 5 µl di 
ciascuna libreria 3 nM e sono stati uniti in un pool equimolare. 10 µl del pool di librerie 
sono stati denaturati con 10 µl di NaOH 0,2 N a temperatura ambiente per 5 minuti. Il 
pool (1,5 nM) è stato ulteriormente diluito in Hybridization Buffer (HT1) in due step 
fino alla molarità finale di 10 pM. 
Le librerie sono state caricate su MiSeq Dx (Illumina) insieme ad una libreria di 
controllo (PhiX Control v3, Illumina) all’1%.  
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3.6 Sequenziamento NGS e Analisi dei dati 
Le librerie di ciascun campione sono state sottoposte a sequenziamento NGS in paired-
end (2x150 bp) su piattaforma MiSeq Dx con chimica v2 (MiSeq Reagent Kit v2, 
Illumina) con un coverage atteso non inferiore a 500x. 
La soglia minima del Quality Score è stata impostata a 30 (QS30): lo strumento ha 
eseguito la “chiamata delle basi” (base calling) con un’accuratezza del 99,9% 
(probabilità di 1/1000 di chiamare la base errata).  
Per le librerie costruite a partire da cDNA, in fase di preparazione del sample sheet, è 
stata scelta una pipeline di analisi di “small genome resequencing” anziché di “targeted 
resequencing” come previsto dal protocollo. Per semplificare l’analisi, le reads di 
sequenza prodotte dallo strumento sono state allineate non all’intero genoma umano 
(GRCh37/hg19), ma alla sequenza di riferimento del trascritto del gene NF1 (contenente 
i 57 esoni costitutivi) (NCBI Reference Sequence: NM_000267.3, Homo sapiens 
neurofibromin 1, transcript variant 2, mRNA). La pipeline di “small genome 
resequencing” utilizza i software BWA (Burrows-Wheeler Aligner) (Li and Durbin, 
2009) e GATK (Genome Analysis Toolkit) per le fasi di allineamento e chiamata delle 
varianti, rispettivamente.  
Per i campioni le cui librerie sono state costruite a partire da DNA genomico, invece, è 
stato adottato un approccio di “targeted resequencing”: il sequenziamento delle regioni 
target e il successivo allineamento delle reads alla sequenza di riferimento sono 
avvenuti grazie alle informazioni contenute nel “manifest file”, un file specifico del 
disegno del nostro pannello contenente le indicazioni relative alla posizione 
cromosomica degli ampliconi disegnati, e alla scelta del genoma umano (Homo sapiens, 
hg19) come genoma di riferimento. Questa pipeline sfrutta l’algoritmo di Smith-
Waterman per l’allineamento delle reads e il software GATK (Genome Analysis 
Toolkit) per la chiamata delle varianti.  
I parametri di corsa dello strumento MiSeq Dx, generati dal software RTA v1.18.54.0 
(Real Time Analysis) integrato nello strumento, sono stati valutati in tempo reale 
mediante il software Sequencing Analysis Viewer v1.8.37.0 (Illumina).  
Per l’analisi secondaria dei dati di sequenza e la visualizzazione della lista di varianti 
identificate sono stati utilizzati i software MiSeq Reporter v2.5.1.3 (Illumina) e 
VariantStudio v2.2 (Illumina) in combinazione con il software IGV v2.1.2 (Integrative 
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Genomics Viewer – Broad Institute) che consente la visualizzazione grafica delle reads 
allineate e delle varianti.  
Una volta individuate le varianti d’interesse, è stata effettuata una ricerca in letteratura e 
nei diversi database disponibili online (LOVD, Leiden Open Variation Database, 
http://www.lovd.nl/3.0/home, e HGMD, Human Gene Mutation Database, Institute of 
Medical Genetics, Cardiff, http://www.hgmd.org/) per verificare se le mutazioni 
avessero un significato clinico patogenetico già descritto.  
 
3.7 Sequenziamento Sanger 
Per escludere eventuali errori derivanti dal sequenziamento di nuova generazione (falsi 
positivi o falsi negativi) e valutare l’efficienza della tecnica nella rilevazione delle 
mutazioni, tutte le alterazioni osservate tramite NGS sono state verificate mediante 
sequenziamento con metodo Sanger, preceduto dall’amplificazione degli esoni di 
interesse del gene NF1.  
Gli esoni del gene NF1 e le rispettive regioni fiancheggianti sono stati amplificati 
mediante PCR utilizzando coppie di primers specifiche per ogni amplificato. I primers 
sono stati reperiti per lo più dalla letteratura (De Luca et al., 2003; Han et al., 2001) 
oppure sono stati disegnati utilizzando il software Primer3 (http://primer3.ut.ee/) 
disponibile online. I primers sono stati disegnati in modo tale da evitare il loro 
appaiamento alle regioni degli pseudogeni altamente omologhe al gene NF1. 
In Tabella 6 sono riportate le sequenze delle coppie di primers (forward e reverse) con 
le rispettive temperature di annealing e le dimensioni degli amplificati.  
 
ESONE Primer FOR (5’->3’) Primer REV (5’->3’) bp Ta 
1 cagaccctctccttgcctctt ggatggagggtcggaggctg 439 62 °C 
2 aagctgttaacgtgttttttttttc aagaaaagaaagcaaattcccc 228 54 °C 
3 tttcacttttcagatgtgtgttg tggtccacatctgtactttg 245 55 °C 
4a ggtggtgtgtatgtaaggtgttc gtgaggggcaaaagaacttg 446 58 °C 
4b tcaagtggtcctcctgcctt cattcatgatactagtttttgac 283 56 °C 
4c tttcctagcagacaactatcga aggatgctaacaacagcaaat 306 58 °C 
5 gaaggaagttagaagtttgtgaca caatcgtatccttaccagccat 308 57 °C 
6 catgtttatcttttaaaaatgttgcc ataatggaaataattttgccctcc 301 56 °C 
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ESONE Primer FOR (5’->3’) Primer REV (5’->3’) bp Ta 
7 gctacatctggaatagaagaaacttca ccatttaggctgatgaacaca 399 58 °C 
8 ggattttactgccatttgtgtg taacagcatcagtaaatatagttagata 275 60 °C 
9 tagagattaataggttcactttta tcccttcggtcaagacttaa 460 55 °C 
9a ctgtggctcagaacactaaaa cacatgcagtgctcattaga 308 54 °C 
10a acgtaattttgtactttttcttcc caatagaaaggaggtgagattc 222 55 °C 
10b gcaaaaacgattttcattg taaacccaattaacttagtgtgat 393 58 °C 
10c attgaagtttcctttttttccttgc catggaattcattttcccctta 164 56 °C 
11 ccaaaaatgtttgagtgagtct accataaaacctttggaagtg 256 54 °C 
12a aaaccttacaagaaaaactaagct attaccattccaaatattcttcca 303 53 °C 
12b ctcttggttgtcagtgcttc cagaaaacaaacagagcacat 260 58 °C 
13 cacagtttattgcattgttag gccatgtgctttgaggcag 380 55 °C 
14 gctcttcctactccttttgg tttctgttgctaagggcata 191 58 °C 
15 acttggctgtagctgattga actttactgagcgactcttgaa 247 57 °C 
16 tggataaagcataatttgtcaagt tagagaaaggtgaaaaataagag 549 53 °C 
17 tctctagggggtctgtcttc caccctagtttgtgtgcagt 326 58 °C 
18 agaagttgtgtacgttcttttct ctcctttctaccaataaccgc 367 58 °C 
19a tcatgtcacttaggttatctgg taaaacccactaatacttgaagg 242 55 °C 
19bext tagaactcactgatacagagggc tatcctagtcctgtcatgggtatt 509 58 °C 
19bint agagatttggaccaggcaag tatcctagtcctgtcatgggtatt 218 58 °C 
20 tcatgtccaacatagcacactt tgtggacaaacagatgcaaa 477 60  °C 
21 tggcatgtaagagaagcaaaaa tcttccccgcttactctaatca 312 56 °C 
22 tgctactctttagcttcctac ccttaaaagaagacaatcagcc 331 58 °C 
23-1 tttgtatcattcattttgtgtgta aaaaacagcggttctatgtgaaaag 282 55 °C 
23-2 cttaatgtctgtataagagtctc actttagattaataatggtaatctc 268 54 °C 
23a agccagaaatagtagacatgattgggt ctattttgtgccagaattagtaga 446 58 °C 
24 tgcaaagtttgacctttgaact aaagcacataactgaaaaccatagg 369 61 °C 
25 cctgttttattgtgtagatacttca taagtggcaagaaaattacct 134 55 °C 
26 aattctaatgactttgcatttttg atctaaatttaaacggagagtg 226 56 °C 
27a gttacaagttaaagaaatgtgtag ctaacaagtggcctggtggcaaac 298 59 °C 
27b tttattgtttatccaattatagactt tcctgttaagtcaactgggaaaaac 296 54 °C 
28a aaaataaaattgattagtggcatctg ttgctacctttgaggccagt 357 60 °C 
28b gctttgcttacgacaacgtc tgaatcgtttacaaaacacagact 299 58 °C 
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ESONE Primer FOR (5’->3’) Primer REV (5’->3’) bp Ta 
29 tctggagccttttagaattttatg gcaacaaaccccaaatcaaactga 460 57 °C 
30 caacttcatttgtgttttctcctag ctttgaattctcttagaataattgtta 282 56 °C 
31 ttttcattgaccatcacatgc ccaatgtggcaccagataaa 304 56 °C 
32 atctagtatttttgaggcctcag gggactcaaagttttagcacaa 391 60 °C 
33 tcctgcttctttacaggttattg gcaacttggtgttagagcac 403 59 °C 
34 ttttctgtctttacttgttccttta cagtccatgcaagtgttttt 384 58 °C 
35 gcatggactgtgttattggta tgcaattaaaagatccacaga 319 53 °C 
36 gttctgtggatcttttaattgc cattgacctcaaatttaaacg 238 53 °C 
37 cattccgagattcagtttaggag aagtaacattcaacactgataccc 236 58 °C 
38 ctatgtcatgattcatcttactagc ctaaatttgagtaatctaggaacctc 233 60 °C 
39 ctactgtgtgaacctcatcaacc gtaagacataagggctaacttacttc 284 62 °C 
40 tcagggaagaagacctcagcagatgc tgaactttctgctctgccacgcaacc 328 59 °C 
41 gtgcacatttaacaggtactat cttcctaggccatctctagat 373 56 °C 
42 cttggaaggagcaaacgatggttg caaaaactttgctacactgacatgg 356 60 °C 
43 agacactgtagttaatgaacttgcata ctttcatgtactctcccacctt 228 58 °C 
44 cacgttaattccctatcttgc tgagaagtagaagactgtatcctattcatg 268 56 °C 
45 catgaataggatacagtcttctacttctca cacattactgggtaagcatttaac 269 61 °C 
46 aaatgttcctctgttgactt catcaaccatccttctccaga 211 53 °C 
47 ctgttacaattaaaagataccttgc tgtgtgttcttaaagcaggcatac 185 58 °C 
48 ttttggcttcagatggggatttac aagggaattcctaatgttggtgtc 351 57 °C 
48a attccttctgaaaaccaagg aaggcagactgagcttacag 280 57 °C 
49 agaatgtgtccccgttgttaa caaaccggatgggttcatta 369 55 °C 
 
Tabella 6. Primers utilizzati per l’amplificazione degli esoni del gene NF1, con le 
rispettive dimensioni degli amplificati e le temperature di annealing.  
Gli esoni del gene NF1 sono nominati secondo quanto riportato da NF Consortium 
Nomenclature (Cawthon et al., 1990).   
 
L’amplificazione mediante PCR è stata eseguita in un volume di 25 µl secondo il 
protocollo riportato in Tabella 7, utilizzando l’enzima AmpliTaq Gold DNA Polymerase 
(Applied Biosystems) e sottoponendo la reazione al ciclo di temperature descritto in 
Tabella 8.  
La presenza di prodotti di PCR è stata verificata mediante elettroforesi su gel di 
agarosio 1,5%.  
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MIX DI REAZIONE VOLUME 
H2O MilliQ filtrata 15,85 µl 
PCR buffer 10X 2,5 µl 
MgCl2 25 mM 1,5 µl 
dNTPs mix 10 mM 0,5 µl 
Primer forward 10 µM 1,25 µl 
Primer reverse 10 µM 1,25 µl 
AmpliTaq Gold DNA Polymerase (5 U/µl) 0,15 µl 
DNA 2 µl 
Totale 25 µl 
 
Tabella 7. Mix della reazione di amplificazione (PCR) degli esoni del gene NF1. 
 
TEMPERATURA TEMPO N° CICLI 
95 °C 10’ 1 




72 °C 1’ 
72 °C 10’ 1 
4 °C ∞  
 
Tabella 8. Profilo termico della reazione di amplificazione (PCR) degli esoni del gene 
NF1. 
 
Per la purificazione dei prodotti di PCR da DNA a singolo filamento, dNTPs e primers 
in eccesso, 10 µl di PCR sono stati incubati con 3 µl di enzima ExoProStar 1-Step (GE 
Healthcare Life Sciences) a 37 °C per 15 minuti e, successivamente, a 80 °C per 15 
minuti per consentire l’inattivazione dell’enzima.  
Le reazioni di sequenza sono state preparate con la chimica BigDye Terminator v3.1 
(BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) secondo il 






MIX DI REAZIONE VOLUME 
H2O MilliQ filtrata 10,4 µl 
BigDye Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer 3 µl 
BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix 3 µl 
Primer (for o rev) 10 µM 0,6 µl 
PCR purificata 3 µl 
Totale 20 µl 
 
Tabella 9. Mix di reazione di BigDye. 
 
TEMPERATURA TEMPO 
96 °C 10’’ 
50 °C 5’’ 
60 °C 2’ 
 
Tabella 10. Profilo termico della reazione di BigDye. 
 
I prodotti di sequenza così ottenuti sono stati purificati utilizzando le colonnine Centri-
Sep (Centri-Sep Spin Columns, Princeton Separations). Le colonnine sono state prima 
idratate aggiungendo 800 µl di H2O MilliQ filtrata, poi vortexate e incubate a 
temperatura ambiente per 2 ore (o a 4 °C overnight) e infine centrifugate per 2 minuti a 
4000 rpm. L’intero volume della reazione di BigDye (20 µl) è stato trasferito nelle 
colonnine Centri-Sep che sono state centrifugate nuovamente per 2 minuti a 4000 rpm 
così da permettere l’eluizione del prodotto di sequenza purificato.  
I prodotti di sequenza, una volta mescolati con la formammide (Hi-Di Formamide, 
Applied Biosystems), sono stati sottoposti a sequenziamento Sanger su sequenziatore 
capillare 3500 Dx Genetic Analyzer (Applied Biosystems).  
 I dati di sequenza sono stati visualizzati mediante il software Chromas v2.6.1 
(Technelysium) e le sequenze in esame sono stata allineate con la sequenza di 
riferimento del gene NF1 (NCBI Reference Sequence: NG_009018.1, Homo sapiens 
neurofibromin 1 (NF1), RefSeqGene (LRG_214) on chromosome 17) mediante 
l’utilizzo del software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI). 
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3.8 Analisi MLPA 
La presenza di delezioni/duplicazioni di uno o più esoni del gene NF1 è stata valutata 
tramite analisi MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) condotta 
seguendo le istruzioni del protocollo del kit commerciale SALSA MLPA P081/P082 
(MRC-Holland). I due set di sonde utilizzate (SALSA MLPA probemix P081-C1 e P082-
C1, MRC-Holland) sono specifici per l’identificazione di delezioni/duplicazioni del 
gene NF1.  
Nel primo step, per ciascun paziente, 3 µl di DNA (50-100 ng/µl) sono stati denaturati a 
98°C per 5 minuti.  
Dopo aver raffreddato i campioni portando la temperatura del termociclatore a 25 °C, in 
ciascuna provetta sono stati aggiunti 0,75 µl di SALSA Probe Mix e 0,75 µl di SALSA 
MLPA Buffer. L’ibridazione delle sonde è avvenuta incubando i campioni a 95 °C per 1 
minuto e a 60°C per circa 16-20 ore (overnight). Dopo aver abbassato la temperatura del 
termociclatore a 54°C, alla reazione sono stati aggiunti 16 µl della seguente mix: 
- 12,5 µl di H2O MilliQ filtrata 
- 1,5 µl di Ligase Buffer A 
- 1,5 µl di Ligase Buffer B 
- 0,5 µl di SALSA Ligase-65.  
La ligazione delle sonde è avvenuta incubando la reazione a 54 °C per 15 minuti e 
l’enzima è stato inattivato a 98 °C per 5 minuti. I campioni sono stati infine raffreddati 
portando la temperatura del termociclatore a 20 °C.  
Per la successiva reazione di amplificazione, per ciascun campione è stata preparata una 
mix contenente 1,875 µl di H2O MilliQ filtrata, 0,5 µl di SALSA PCR Primer Mix e 
0,125 µl di SALSA Polymerase. La mix è stata unita a 10 µl di reazione di ligazione 
dello step precedente ed è stata sottoposta al seguente programma di temperature: 
- 40 cicli di: 
o 90 °C per 30 secondi  
o 60 °C per 30 secondi 
o 72 °C per 1 minuto 
- 72 °C per 20 minuti.  
1,5 µl di ciascun prodotto di PCR sono stati uniti a 8 µl di formammide (Hi-Di 
Formamide, Applied Biosystems) e a 0,5 µl di marker 500 ROX (GeneScan 500 ROX 
dye Size Standard, Applied Biosystems) e denaturati a 94 °C per 3 minuti. I campioni 
sono stati sottoposti ad elettroforesi su sequenziatore capillare 3500 Dx Genetic 
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Analyzer (Applied Biosystems). I risultati sono stati visualizzati ed analizzati mediante il 




Per lo studio sono stati analizzati 80 pazienti afferenti alla U. O. di Genetica ed 
Epidemiologia Clinica dell’Azienda Ospedaliera di Padova con diagnosi clinica, o 
sospetta diagnosi, di Neurofibromatosi di tipo 1 (Tabella 16 in Appendice).  
20 pazienti per i quali non si disponeva del campione di RNA sono stati analizzati 
tramite sequenziamento di nuova generazione a partire da DNA genomico (gDNA) 
mentre in 24 pazienti l’analisi NGS è stata condotta soltanto a partire da cDNA. 
Per 36 pazienti, invece, le librerie sono state costruite a partire sia da cDNA che da 




Figura 12. Pazienti NF1 sottoposti a sequenziamento di nuova generazione a partire da 
cDNA, da gDNA o da entrambi. 
 
4.1 Analisi del gene NF1 tramite NGS da cDNA 
Complessivamente 60 pazienti sono stati sottoposti a sequenziamento di nuova 
generazione da cDNA, 24 dei quali analizzati soltanto a partire da cDNA e 36 analizzati 
sia da cDNA che da gDNA (Tabella 12).  
Mutazioni patogenetiche o verosimilmente tali sono state individuate in 37 pazienti 
(37/60, 61,7%) (Tabella 12). La maggior parte di esse (30/37, 81%) è di tipo frameshift 
o non senso e determina la formazione di un codone di stop prematuro che porta alla 
formazione di una proteina troncata non funzionale.  
È stato verificato se le mutazioni osservate fossero già state descritte in letteratura o 
riportate nei database disponibili online: più della metà di esse (23/37, 62%) risulta nota 
come patogenetica per la Neurofibromatosi di tipo 1. Le altre mutazioni (14/37, 38%), 
invece, non sono mai state descritte in letteratura; il risultato concorda con 
l’osservazione che il gene NF1 non presenta hot spots mutazionali ben definiti.  
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Le mutazioni individuate nei pazienti risultati positivi all’analisi sono state confermate 
su DNA genomico mediante sequenziamento Sanger dell’esone corrispondente.  
In due pazienti (pz 38 e 59) (Tabella 12) l’analisi NGS ha individuato, oltre alla 
mutazione patogenetica responsabile della malattia, due ulteriori varianti non riportate 
in letteratura o nei database. Il successivo sequenziamento Sanger da DNA genomico 
non ha confermato la presenza delle due varianti, indicando che si tratta di due risultati 
falsi positivi.  
In 9 pazienti (9/60, 15%) il sequenziamento NGS ha riscontrato la presenza di varianti 
che non sono state confermate alla successiva analisi Sanger da DNA genomico; il 
risultato evidenzia che le varianti individuate dall’analisi del cDNA non sono realmente 
presenti nei campioni in esame (falsi positivi). 
Infine, in 14 pazienti (14/60, 23,3%) il sequenziamento di nuova generazione da cDNA 
non ha individuato alcuna variante.  
Complessivamente, l’analisi da cDNA è risultata pertanto negativa in 23 pazienti (9 
pazienti falsi positivi e 14 pazienti negativi).  
L’analisi NGS da cDNA ha individuato in totale 48 varianti, di cui 37 confermate 
tramite sequenziamento Sanger (vere positive, 77%) e 11 non confermate (false 




Figura 13. Varianti individuate dall’analisi NGS da cDNA. 
 
Per ciascuna di queste varianti sono stati valutati i parametri di “read depth” e di 
“variant frequency” riportati dal software MiSeq Reporter. La “read depth”, o coverage, 
indica la profondità di lettura, ovvero il numero di reads che il software ha allineato in 
una determinata posizione del trascritto, esprimendo pertanto quante volte in media ogni 
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base è stata letta durante il sequenziamento. Il secondo parametro (“variant frequency”) 
indica la frequenza dell’allele mutato, ovvero la percentuale di reads allineate in una 
determinata posizione del trascritto che mostrano l’allele mutato.  
Dai dati riportati dal software MiSeq Reporter emerge che le 37 varianti vere positive 
confermate tramite sequenziamento Sanger presentano un coverage medio di 1679x 
(range 210x – 4281x) e una percentuale media di reads con l’allele mutato del 36%. 
Poiché le varianti osservate sono in eterozigosi, ci si aspetta che la percentuale di reads 
che mostra l’allele mutato sia compresa tra il 40% e il 60%. Su 37 varianti, soltanto 14 
mostrano una frequenza compresa tra il 40% e il 60%; per 21 di esse, invece, la 
frequenza è compresa tra il 20% e il 40%. Le varianti con una percentuale di reads con 
l’allele mutato inferiore al 20% sono indicate dal software di analisi come “low 
frequency variant”: delle 37 varianti vere positive soltanto due (pz 1 e 38) risultano 
avere una frequenza inferiore al 20%. È possibile ipotizzare che le varianti osservate, in 
particolare quelle che determinano la formazione di un codone di stop prematuro, 
destabilizzino l’RNA messaggero con conseguente degradazione parziale o totale delle 
molecole recanti l’allele mutato.  
Le 11 varianti false positive, invece, mostrano un coverage medio di 1067x (range 200x 
– 2491x) e una percentuale media di reads che mostrano l’allele mutato del 21%. La 
maggior parte di queste varianti (7/11, 63,6%) mostra l’allele mutato in meno del 20% 
delle reads. Soltanto 4 varianti (4/11, 36,4%) mostrano una “variant frequency” 







VF < 20% 2 (5,4%) 7 (63,6%) 
20% ≤ VF ≤ 40% 21 (56,8%) 3 (27,3%) 
40% < VF ≤ 60% 14 (37,8%) 1 (9,1%) 
Totale 37 11 
 
Tabella 11. Varianti individuate dall’analisi del cDNA suddivise in base ai valori di 
“variant frequency” (VF) riportati dal software MiSeq Reporter. Le percentuali sono 





Figura 14. Rappresentazione grafica della distribuzione delle varianti individuate 
dall’analisi del cDNA (vere positive e false positive) in base ai valori di “variant 
frequency” (VF) riportati dal software MiSeq Reporter. La maggior parte delle varianti 
false positive mostra una frequenza inferiore al 20%; al contrario, le varianti vere 


















Sanger DNA Ex/Int Referenze 
23 positivo c.499_502delTGTT p.(Cys167Glnfs*10) 646 0,3 sì Ex 4b Toliat et al., 2000 
55 positivo c.668G>A p.(Trp223*) 852 0,3 sì Ex 5 LOVD database 
18 positivo c.998delA p.(Tyr333Serfs*43) 1079 0,32 sì Ex 7 - 
61 positivo c.1307C>A p.(Ser436*) 521 0,35 sì Ex 10a LOVD database 
16 positivo c.1458_1459delAA p.(Arg487Lysfs*3) 1351 0,46 sì Ex 10b - 
4 positivo c.1728_1729delAA p.(Gln576Hisfs*11) 1479 0,25 sì Ex 12a - 
49 positivo c.2342A>C p.(His781Pro) 210 0,51 sì Ex 15 Fahsold et al., 2000 
28 positivo c.2407C>T p.(Gln803*) 1206 0,31 sì Ex 15 LOVD database 
53 positivo c.2441dupA  p.(Arg815Glufs*16) 1363 0,33 sì Ex 16 - 
10 positivo c.2519delT  p.(Met840Argfs*38) 637 0,31 sì Ex 16 - 
24 positivo c.2530C>T p.(Leu844Phe) 1013 0,46 sì Ex 16 Mattocks et al., 2004, Baralle et al., 2005 
48 positivo c.2540T>C p.(Leu847Pro) 1649 0,48 sì Ex 16 Fahsold et al., 2000 
27 positivo c.2557C>T p.(Gln853*) 1052 0,4 sì Ex 16 Sabbagh et al., 2013 
30 positivo c.2970_2971delAA p.(Met991Aspfs*29) 1564 0,33 sì Ex 17 Pros et al., 2008 
54 positivo c.3104T>A p.(Met1035Lys) 3495 0,46 sì Ex 18 - 
56 positivo c.3457_3460delCTCA p.(Leu1153Metfs*4) 509 0,5 sì Ex 20 LOVD database 
73 
 







Sanger DNA Ex/Int Referenze 
22 positivo c.3520C>T p.(Gln1174*) 1609 0,33 sì Ex 21 Messiaen et al., 2000 
41 positivo c.4267A>G p.(Lys1423Gln) 1312 0,47 sì Ex 24 Li et al., 1992 
31 positivo c.4316A>C p.(His1439Pro) 2105 0,42 sì Ex 25 - 
1 positivo c.4537C>T p.(Arg1513*) 2493 0,18 sì Ex 27a Ars et al., 2003 
34 positivo c.4918A>T p.(Lys1640*) 2957 0,42 sì Ex 28 - 
6 positivo c.4950C>G p.(Tyr1650*) 2003 0,34 sì Ex 28 - 
44 positivo c.5224C>T p.(Gln1742*) 1329 0,48 sì Ex 29 LOVD database 
60 positivo c.5242C>T p.(Arg1748*) 1166 0,48 sì Ex 29 
Fahsold et al., 2000,  
Raponi et al., 2009,  
LOVD database 
17 positivo c.5486T>G p.(Val1829Gly) 2085 0,56 sì Ex 29 - 
19 positivo c.5706delG p.(Leu1903*) 510 0,42 sì Ex 30 - 
36 positivo c.5904C>A p.(Tyr1968*) 3249 0,46 sì Ex 31 - 
35 positivo c.6522_6523delGA p.(Glu2174Aspfs*46) 4281 0,35 sì Ex 34 Griffiths et al., 2007 
11 positivo c.6624G>A p.(Trp2208*) 2276 0,33 sì Ex 35 - 
2 positivo c.6709C>T p.(Arg2237*) 781 0,22 sì Ex 36 Fahsold et al, 2000 
25 positivo c.6789_6792delTTAC p.(Tyr2264Thrfs*5) 4086 0,26 sì Ex 37 
Robinson et al., 1995, 
LOVD database 
8 positivo c.6791dupA p.(Tyr2264*) 1790 0,29 sì Ex 37 Upadhyaya et al., 1996 
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Sanger DNA Ex/Int Referenze 
52 positivo c.6792C>G p.(Tyr2264*) 3029 0,22 sì Ex 37 
Messiaen et al., 1997, 
Wimmer et al., 2007, 
Skoko et al., 2008,  
LOVD database 
21 positivo c.7285C>T p.(Arg2429*) 4029 0,3 sì Ex 41 Fahsold et al., 2000,  LOVD database 
47 positivo c.7666delT p.(Tyr2556Metfs*47) 750 0,25 sì Ex 43 - 
59 
positivo c.1627C>T p.(Gln543*) 367 0,33 sì Ex 10c LOVD database 
positivo c.587_592delAAACAG p.(Glu196_Thr197del) 1031 0,57 no Ex 4b-4c - 
38 
positivo c.6792C>A p.(Tyr2264*) 1270 0,15 sì Ex 37 Robinson et al., 1995 
positivo c.6854_6855delATinsGC p.(Asn2285Ser) 1477 0,16 no Ex 37 - 
5 positivo c.233delA p.(Asn78Ilefs*7) 871 0,33 no Ex 3 - 
45 positivo c.1013A>C  p.(Asp338Ala) 1193 0,1 no Ex 7 - 
42 positivo c.1159A>G  p.(Ser387Gly) 2491 0,31 no Ex 8 - 
65 positivo c.2987T>A p.(Val996Asp) 836 0,12 no Ex 17 - 
69 positivo c.4109A>C p.(Gln1370Pro) 200 0,22 no Ex 23-2 - 
43 positivo c.4112T>C p.(Val1371Ala) 209 0,14 no Ex 24 - 
20 positivo c.4319T>A p.(Met1440Lys) 1289 0,12 no Ex 25 LOVD database 
9 positivo c.4711A>T p.(Ile1571Phe) 601 0,08 no Ex 27b - 
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Sanger DNA Ex/Int Referenze 
66 positivo c.4979A>G p.(Asn1660Ser) 1538 0,11 no Ex 28 - 
32 
 




















13  negativo      
33  negativo      
67  negativo   
 
  
58  negativo   
 
  
64  negativo   
 
  
37  negativo   
 
  
50  negativo      
51  negativo      
39  negativo      
62  negativo      
 
Tabella 12. Pazienti analizzati tramite sequenziamento di nuova generazione a partire da cDNA. In grassetto sono evidenziate le varianti 
confermate tramite sequenziamento Sanger e verosimilmente responsabili della malattia. 
Le varianti elencate sono numerate sulla base del trascritto di riferimento del gene NF1 (NM_000267.3). Gli esoni sono nominati secondo quanto 





4.2 Analisi del gene NF1 tramite NGS da gDNA  
L’analisi NGS a partire da gDNA è stata condotta in totale in 56 pazienti, di cui 20 
analizzati soltanto da gDNA e 36 analizzati sia da cDNA che da gDNA (Tabella 13).   
Mutazioni patogenetiche o verosimilmente tali sono state individuate in 40 pazienti 
(40/56, 71,4%) (Tabella 13). Ad eccezione di una transizione presente in due diversi 
pazienti (c.4537C>T p.(Arg1513*), pz 46 e 75), tutte le mutazioni del gene NF1 
osservate sono uniche, cioè presenti in un solo paziente.  
Il 66,7% (26/39) delle mutazioni osservate determina la formazione di un codone di 
stop prematuro con conseguente formazione di una proteina troncata non funzionale, il 
17,9% (7/39) coinvolge le giunzioni introne-esone determinando, molto probabilmente, 
l’alterazione dei siti di splicing, il 10,3% (4/39) è rappresentato da mutazioni missenso e 
il 5,1% (2/39) da piccole delezioni/inserzioni amminoacidiche in frame. Più della metà 
delle mutazioni osservate (24/39, 61,5%) risulta già descritta in letteratura o riportata 
nei database come patogenetica per la Neurofibromatosi di tipo 1.  
Tutte le mutazioni individuate nei 40 pazienti risultati positivi all’analisi sono state 
confermate su DNA genomico mediante sequenziamento Sanger dell’esone 
corrispondente, escludendo pertanto la presenza di varianti false positive. 
I dati riportati da VariantStudio in relazione alla “read depth” e alla “variant frequency” 
indicano che le mutazioni individuate presentano un coverage medio di 662x (range 
10x – 1701x) e una percentuale media di reads con l’allele mutato del 52%.  
La maggior parte delle mutazioni (34/40, 85%) mostra una frequenza nelle reads 
compresa tra il 40% e il 60%, come atteso per varianti in eterozigosi. Una piccola 
percentuale di mutazioni, tuttavia, mostra una frequenza compresa tra il 60% e il 100%: 
in questi casi, pur essendo le mutazioni in eterozigosi come emerso dal sequenziamento 
Sanger, è molto probabile che lo strumento abbia amplificato o letto in maniera 






Figura 15. Rappresentazione grafica della distribuzione delle varianti individuate 
dall’analisi del gDNA in base ai valori di “variant frequency” (VF) riportati dal 
software VariantStudio. La maggior parte delle varianti mostra una frequenza compresa 
tra il 40% e il 60%.  
 
L’analisi di sequenziamento di nuova generazione da gDNA non ha riscontrato alcuna 














Sanger DNA Ex/Int Referenze 
14 positivo c.574C>T p.(Arg192*) 579 0,44 sì Ex 4b 
Fahsold et al., 2000, 
Messiaen et al., 2000, 
LOVD database 
57 positivo c.731-6A>C 734 0,43 sì Int 5 De Luca et al., 2003, LOVD database 
72 positivo c.731-1G>C 708 0,48 sì Int 5 LOVD database 
61 positivo c.1307C>A p.(Ser436*) 427 0,48 sì Ex 10a LOVD database 
16 positivo c.1458_1459delAA p.(Arg487Lysfs*3) 960 0,57 sì Ex 10b - 
59 positivo c.1627C>T  p.(Gln543*) 456 0,52  sì Ex 10c  LOVD database 




484 0,46 sì Ex 12b 
Gasparini et al., 1996, Ars 
et al., 2000, Pros et al., 
2008, LOVD database 
45 positivo c.2252-2A>G 610 0,6 sì Int 13 LOVD database 
53 positivo c.2441dupA  p.(Arg815Glufs*16) 46 0,59  sì  Ex 16 - 
10 positivo 
 c.2519delT  p.(Met840Argfs*38) 227 0,48 sì Ex 16 - 
24 positivo c.2530C>T p.(Leu844Phe) 234 0,84 sì Ex 16 Mattocks et al., 2004, Baralle et al., 2005 
27 positivo c.2557C>T p.(Gln853*) 278 0,9 sì Ex 16 Sabbagh et al., 2013 
7 positivo c.2990+1G>A  predizione r.(2851_2990del140) 669 0,53 sì Int 17 
Sabbagh et al., 2013, 
LOVD database 
40 positivo c.3197+1G>T predizione 
r.(3114_3197del84) 975 0,52 sì Int 19a 










Sanger DNA Ex/Int Referenze 
73 positivo c.3446_3451delTGTCAA p.(Met1149_Ser1150del) 351 0,47 sì Ex 20 - 
12 positivo c.3525_3526delAA p.(Arg1176Serfs*18) 1515 0,49 sì Ex 21 
Fahsold et al., 2000,  
LOVD database 
3 positivo c.3853_3861delinsGAA p.(Met1285_Phe1287delinsGlu) 738 0,46 sì Ex 22 - 
79 positivo c.4108C>T p.(Gln1370*) 10 1 sì Ex 23-2 Vogt et al., 2011,  LOVD database 
31 positivo c.4316A>C p.(His1439Pro) 1388 0,5 sì Ex 25 - 
75 positivo c.4537C>T p.(Arg1513*) 778 0,3 sì Ex 27a Side et al., 1997 
46 positivo c.4537C>T p.(Arg1513*) 245 0,54 sì Ex 27a Side et al., 1997 
78 positivo c.5042delG p.(Gly1681Valfs*7) 420 0,47 sì Ex 28 - 
15 positivo c.5205+1G>C 1186 0,51 sì Int 28 LOVD database 
44 positivo c.5224C>T p.(Gln1742*) 1450 0,44 sì Ex 29 LOVD database 
60 positivo c.5242C>T p.(Arg1748*) 714 0,51 sì Ex 29 
Fahsold et al., 2000,  
Raponi et al., 2009,  
LOVD database 
70 positivo c.5256delA p.(Gln1754Asnfs*5) 1701 0,42 sì Ex 29 - 
29 positivo c.5425C>T p.(Arg1809Cys) 330 0,53 sì Ex 29 LOVD database 
74 positivo c.6137dupC p.(Thr2047Tyrfs*10) 339 0,61 sì Ex 33 - 
9 positivo 
 c.6428-3C>G 788 0,51 sì Int 33 - 
80 
 






Sanger DNA Ex/Int Referenze 
80 positivo c.6464_6465insA p.(Ala2156Cysfs*17) 694 0,32 sì Ex 34 - 
35 positivo c.6522_6523delGA p.(Glu2174Aspfs*46) 994 0,49 sì Ex 34 Griffiths et al., 2007 
11 positivo c.6624G>A p.(Trp2208*) 784 0,43 sì Ex 35 - 
76 positivo c.6709C>T p.(Arg2237*) 831 0,47 sì Ex 36 Fahsold et al., 2000,  LOVD database 
25 positivo c.6789_6792delTTAC p.(Tyr2264Thrfs*5) 607 0,54 sì Ex 37 
Robinson et al., 1995, 
LOVD database 
52 positivo c.6792C>G p.(Tyr2264*) 1113 0,5 sì Ex 37 
Messiaen et al., 1997, 
Wimmer et al., 2007, 
Skoko et al., 2008,  
LOVD database  
77 positivo c.7267dupA p.(Thr2423Asnfs*4) 386 0,44 sì Ex 41 LOVD database 
21 positivo c.7285C>T p.(Arg2429*) 333 0,44 sì Ex 41 Fahsold et al., 2000,  LOVD database 
47 positivo c.7666delT p.(Tyr2556Metfs*47) 570 0,56 sì Ex 43 - 
68 positivo c.7857T>G p.(Tyr2619*) 383 0,53 sì Ex 45 - 
26 positivo c.7882dupG p.(Val2628Glyfs*11) 426 0,47 sì Ex 45 - 
71   negativo           
65   negativo           
66   negativo           
5   negativo           
42   negativo           
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Sanger DNA Ex/Int Referenze 
69   negativo           
20   negativo           
67   negativo     
  
    
58   negativo     
  
    
64   negativo     
  
    
37   negativo     
  
    
50   negativo           
51   negativo           
39   negativo           
62   negativo           
63   negativo           
 
Tabella 13. Pazienti analizzati tramite sequenziamento di nuova generazione a partire da gDNA. In grassetto sono evidenziate le varianti 
confermate tramite sequenziamento Sanger e verosimilmente responsabili della malattia. 
Le varianti elencate sono numerate sulla base del trascritto di riferimento del gene NF1 (NM_000267.3). Gli esoni sono nominati secondo quanto 




4.3 Comparazione delle strategie applicate per l’analisi del gene NF1 tramite NGS 
Al fine di comparare le potenzialità delle due diverse tecniche di sequenziamento di 
nuova generazione nell’analisi mutazionale del gene NF1, sono stati presi in esame i 
risultati ottenuti dall’analisi dei pazienti sottoposti a sequenziamento di nuova 
generazione sia da cDNA che da gDNA. Come riportato precedentemente, i pazienti 
sottoposti ad entrambe le analisi corrispondono al 45% del campione in esame (36/80) 
(Figura 12 e Tabella 14).  
Più della metà dei pazienti (24/36, 66,7%) mostra lo stesso risultato quando analizzati 
da cDNA e da gDNA, con 16 pazienti risultati positivi e nei quali i due software di 
analisi hanno individuato la stessa mutazione patogenetica (16/36, 44,4%) e 8 pazienti 
nei quali l’analisi ha dato esito negativo (8/36, 22,2%). In un paziente (pz 59) in cui 
entrambe le metodiche di analisi hanno individuato la mutazione responsabile della 
malattia, l’analisi da cDNA ha individuato un’ulteriore variante che non è stata 
confermata dal sequenziamento Sanger dell’esone corrispondente.  
Circa un terzo dei pazienti mostra un risultato discordante quando sottoposti a 
sequenziamento NGS da cDNA o da gDNA (12/36, 33,3%).  
L’analisi da cDNA non ha permesso l’identificazione di mutazioni in 4 pazienti (4/36, 
11,1%) (falsi negativi), risultati invece positivi all’analisi da gDNA (pz 3, 7, 32, 40) 
(Tabella 14). Per ognuno di questi pazienti è stata valutata la profondità di lettura del 
sequenziamento NGS da cDNA in corrispondenza degli esoni recanti la mutazione. 
Fatta eccezione per un paziente (pz 7) il cui coverage medio risulta pari a 50x nella 
regione interessata, i campioni sono stati sequenziati ad una profondità di lettura 
estremamente elevata (nell’ordine di 1000x), escludendo pertanto l’eventualità che la 
mancata detection delle mutazioni dipenda da una copertura non adeguata delle regioni 
coinvolte. È probabile che le mutazioni osservate nei 4 pazienti (due esoniche e due 
introniche in corrispondenza delle giunzioni esone-introne) alterino i siti di splicing e, di 
conseguenza, provochino la perdita dell’esone coinvolto o parte di esso, come riportato 
nel database LOVD e in letteratura (Pros et al., 2008; Sabbagh et al., 2013).  
Al contrario, in 6 pazienti (pz 5, 20, 42, 65, 66, 69) l’analisi da cDNA ha identificato 
varianti che l’analisi da gDNA e il successivo sequenziamento Sanger hanno dimostrato 
non realmente presenti nei campioni in esame (falsi positivi). Nonostante le varianti 
abbiano un coverage elevato (range 200x – 2491x), come riportato dal software MiSeq 
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Reporter, la loro frequenza nelle reads è piuttosto bassa (inferiore al 35% in tutti i 6 
casi).  
In 2 pazienti (pz 9 e 45) l’analisi da cDNA ha individuato due varianti a bassissima 
frequenza (8% – 10%) non confermate tramite sequenziamento Sanger. L’analisi da 
gDNA, invece, ha rilevato la presenza di 2 mutazioni patogenetiche introniche 
localizzate a livello dei siti di splicing, non riscontrate nel cDNA. La mancata detection 
delle due mutazioni non è attribuibile alla profondità di lettura che risulta elevata per 
























61 positivo c.1307C>A p.(Ser436*) 521 0,35 sì positivo c.1307C>A p.(Ser436*) 427 0,48 sì Ex 10a LOVD database 
16 positivo c.1458_1459delAA p.(Arg487Lysfs*3) 1351 0,46 sì positivo 
c.1458_1459delAA 
p.(Arg487Lysfs*3) 960 0,57 sì Ex 10b - 
53 positivo c.2441dupA  p.(Arg815Glufs*16) 1363 0,33 sì positivo 
c.2441dupA  
p.(Arg815Glufs*16) 46 0,59 sì Ex 16 - 
24 positivo c.2530C>T p.(Leu844Phe) 1013 0,46 sì positivo c.2530C>T p.(Leu844Phe) 234 0,84 sì Ex 16 
Mattocks et al., 
2004, Baralle et al., 
2005 
27 positivo c.2557C>T p.(Gln853*) 1052 0,4 sì positivo c.2557C>T p.(Gln853*) 278 0,9 sì Ex 16 Sabbagh et al., 2013 
31 positivo c.4316A>C p.(His1439Pro) 2105 0,42 sì positivo c.4316A>C p.(His1439Pro) 1388 0,5 sì Ex 25 - 
44 positivo c.5224C>T p.(Gln1742*) 1329 0,48 sì positivo c.5224C>T p.(Gln1742*) 1450 0,44 sì Ex 29 LOVD database 
60 positivo c.5242C>T p.(Arg1748*) 1166 0,48 sì positivo c.5242C>T p.(Arg1748*) 714 0,51 sì Ex 29 
Fahsold et al., 2000, 
Raponi et al., 2009 
LOVD database 
35 positivo c.6522_6523delGA p.(Glu2174Aspfs*46) 4281 0,35 sì positivo 
c.6522_6523delGA 
p.(Glu2174Aspfs*46) 994 0,49 sì Ex 34 Griffiths et al., 2007 
11 positivo c.6624G>A p.(Trp2208*) 2276 0,33 sì positivo c.6624G>A p.(Trp2208*) 784 0,43 sì Ex 35 - 
25 positivo c.6789_6792delTTAC p.(Tyr2264Thrfs*5) 4086 0,26 sì positivo 
c.6789_6792delTTAC 
p.(Tyr2264Thrfs*5) 607 0,54 sì Ex 37 
Robinson et al., 
1995, LOVD 
database 
52 positivo c.6792C>G p.(Tyr2264*) 3029 0,22 sì positivo c.6792C>G p.(Tyr2264*) 1113 0,5 sì Ex 37 
Messiaen et al., 
1997, Wimmer et 
al., 2007, Skoko et 
al., 2008, LOVD 
database 
21 positivo c.7285C>T p.(Arg2429*) 4029 0,3 sì positivo c.7285C>T p.(Arg2429*) 333 0,44 sì Ex 41 
Fahsold et al., 2000, 
LOVD database 
47 positivo c.7666delT p.(Tyr2556Metfs*47) 750 0,25 sì positivo 
c.7666delT 
p.(Tyr2556Metfs*47) 570 0,56 sì Ex 43 - 
10 positivo c.2519delT  p.(Met840Argfs*38) 637 0,31 sì positivo 
c.2519delT  
p.(Met840Argfs*38) 227 0,48 sì Ex 16 - 
  
 
    
 
























positivo c.1627C>T  p.(Gln543*) 367 0,33 sì positivo c.1627C>T  p.(Gln543*) 456 0,52 sì Ex 10c LOVD database 
positivo c.587_592delAAACAG p.(Glu196_Thr197del) 1031 0,57 no      Ex 4b-4c - 
45 
positivo c.1013A>C  p.(Asp338Ala) 1193 0,1 no      Ex 7 - 
     positivo c.2252-2A>G 610 0,6 sì Int 13 LOVD database 
9 
positivo c.4711A>T p.(Ile1571Phe) 601 0,08 no      Ex 27b - 
     positivo c.6428-3C>G 788 0,51 sì Int 33 - 
5 
positivo c.233delA p.(Asn78Ilefs*7) 871 0,33 no      Ex 3 - 
      negativo      
42 
positivo c.1159A>G  p.(Ser387Gly) 2491 0,31 no      Ex 8 - 
      negativo      
69 
positivo c.4109A>C p.(Gln1370Pro) 200 0,22 no      Ex 23-2 - 
      negativo      
20 
positivo c.4319T>A p.(Met1440Lys) 1289 0,12 no      Ex 25 LOVD database 
      negativo      
66 
positivo c.4979A>G p.(Asn1660Ser) 1538 0,11 no      Ex 28 - 
      negativo      
65 
positivo c.2987T>A p.(Val996Asp) 836 0,12 no      Ex 17 - 
      negativo      
             

























negativo    
      
 
 




484 0,46 sì Ex 12b 
Gasparini et al., 
1996, Ars et al., 











    positivo c.2990+1G>A predizione 
r.(2851_2990del140) 669 0,53 sì Int 17 











    positivo c.3197+1G>T predizione 
r.(3114_3197del84) 975 0,52 sì Int 19a 












 positivo c.3853_3861delinsGAA p.(Met1285_Phe1287delinsGlu) 738 0,46 sì Ex 22 - 
67  negativo   
 
 negativo   
 
  
58  negativo   
 
 negativo   
 
  
64  negativo   
 
 negativo   
 
  
37  negativo   
 
 negativo   
 
  
50  negativo     negativo      
51  negativo     negativo      
39  negativo     negativo      
62  negativo     negativo      
 
Tabella 14. Pazienti analizzati tramite sequenziamento di nuova generazione a partire da cDNA e da gDNA. In grassetto sono evidenziate le 
varianti confermate tramite sequenziamento Sanger e verosimilmente responsabili della malattia.  
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Complessivamente le due metodiche di sequenziamento di nuova generazione hanno 
permesso l’identificazione di 22 mutazioni patogenetiche nei 36 pazienti sottoposti a 
sequenziamento NGS da cDNA e da gDNA. L’analisi NGS da DNA genomico ha 
rilevato tutte le 22 mutazioni, mentre l’analisi da cDNA ha individuato soltanto 16 
mutazioni, dando un risultato negativo (o individuando una variante non corretta) in 6 
pazienti. In questi casi, come precedentemente specificato, le mutazioni patogenetiche 
che l’analisi da DNA genomico ha evidenziato sono di tipo intronico e colpiscono i siti 
di splicing, determinando con molta probabilità la perdita di un esone o parte di esso.  
Nei restanti 14 pazienti (14/36) le due metodiche di sequenziamento di nuova 
generazione non sono state in grado di individuare alcuna mutazione patogenetica.  
 
4.4 Approfondimento dell’analisi del gene NF1 nei pazienti negativi 
Per tutti i soggetti risultati negativi all’analisi tramite sequenziamento NGS da cDNA o 
da gDNA o da entrambi (19/80, 23,75%), l’indagine molecolare è proseguita con la 
ricerca di eventuali mutazioni patogenetiche tramite analisi Sanger da DNA o RNA o, 
alternativamente, tramite MLPA, in modo da escludere la presenza di 
delezioni/duplicazioni di uno o più esoni (Tabella 15). L’applicazione dell’una o 
dell’altra tecnica ha confermato l’assenza di mutazioni o di delezioni/duplicazioni in 16 
di essi. In tre pazienti con diagnosi certa di Neurofibromatosi di tipo 1 le due tecniche 
hanno rivelato la presenza di mutazioni patogenetiche non altrimenti identificate. In due 
di essi (pz 43 e 65) il sequenziamento Sanger ha individuato due mutazioni di splicing 
patogenetiche, mentre in un paziente (pz 71) l’analisi MLPA ha riscontrato una 
delezione del gene NF1 dall’esone 4b all’esone 21 (Tabella 15).  
L’assenza di mutazioni nei pazienti affetti dalla forma segmentale di Neurofibromatosi 
di tipo 1 conferma il sospetto diagnostico: l’analisi del gene NF1 da DNA (o RNA) 
estratto da cellule leucocitarie di sangue periferico da noi eseguita non è stata in grado 
di individuare alcuna mutazione patogenetica (Ruggieri and Huson, 2001; Maertens et 
al., 2007; Biesecker and Spinner, 2013). Per confermare la diagnosi di 
Neurofibromatosi di tipo 1 segmentale sarebbe opportuno condurre l’analisi 
mutazionale del gene NF1 a partire da DNA (o RNA) estratto direttamente dal tessuto 
interessato dai segni clinici tipici della malattia. L’analisi, tuttavia, non viene eseguita 








gDNA Sanger da RNA/DNA MLPA 
5 15 diagnosi di NF1 + +  negativo 
13 31 sospetta NF1 segmentale + - negativo  
20 13 sospetta NF1 segmentale + +  negativo 
33 51 sospetta NF1 + - negativo negativo 
37 55 sospetta NF1 spinale + + negativo 
 
39 6 diagnosi di NF1 + +  negativo 
42 39 sospetta NF1 + +   
43 6 diagnosi di NF1 + - RNA: Ex 10b c.1464_1525del62 p.(Ser488Argfs*1)  DNA: Ex10b c.1466A>G p.(Tyr489Cys) (LOVD database)  
50 3 sospetta NF1 + +  negativo 
51 4 sospetta NF1 + +  negativo 
58 3 sospetta NF1 segmentale + +  negativo 
62 17 sospetta NF1 + + 
 
negativo 
63 11 sospetta NF1 - +  negativo 
64 4 sospetta NF1 + +  negativo 
65 41 diagnosi di NF1 + + 
DNA Int 16: c.2851-6_2851-3delCTTT  
predizione r.(2851_2990del140) p.(Leu952fs)  
(Sabbagh et al., 2013, LOVD database) 
negativo 
66 38 diagnosi di NF1 + +  negativo 
67 45 diagnosi di NF1 + +  negativo 
69 2 sospetta NF1 + +  negativo 
71 50 diagnosi di NF1 - +  delezione da ex 4b  
a ex 21 
 
Tabella 15. Pazienti analizzati tramite sequenziamento di nuova generazione a partire da cDNA, da gDNA o da entrambi e risultati negativi 
all’analisi. L’applicazione di tecniche complementari, quali il sequenziamento Sanger e l’analisi MLPA, ha permesso l’individuazione di ulteriori 




La Neurofibromatosi di tipo 1 è una condizione monogenica che colpisce 1 individuo su 
3000-3500 nati vivi (Huson et al., 1989; Lammert et al., 2005) e presenta una modalità 
di trasmissione di tipo autosomico dominante (forme familiari). Nel 50% dei casi, 
tuttavia, la mutazione non è ereditata da uno dei due genitori, ma insorge 
spontaneamente (forme sporadiche): ne deriva che la NF1 è una delle patologie a più 
alta frequenza di mutazioni insorte de novo. Il tasso di mutazione spontanea osservato 
per il gene NF1 è uno dei più elevati tra i disordini genetici umani (Clementi et al., 
1990).  
Sebbene la diagnosi della malattia sia prettamente di tipo clinico, l’identificazione di 
mutazioni patogenetiche nel gene NF1 può aiutare a confermare il sospetto diagnostico, 
rendendo il quadro clinico del paziente più completo in sede di consulenza genetica.  
L’analisi molecolare del gene NF1, come noto, è complicata per diverse ragioni che 
comprendono le grandi dimensioni del gene, la mancanza di hot spots mutazionali e 
l’elevato tasso di mutazioni de novo.  
Prima dell’implementazione della piattaforma NGS MiSeq Dx avvenuta lo scorso anno, 
l’approccio diagnostico per l’identificazione delle alterazioni del gene NF1 presso il 
nostro laboratorio prevedeva il sequenziamento mediante Sanger del trascritto (cDNA) 
del gene suddiviso in 6 ampliconi parzialmente sovrapposti, precedentemente 
amplificati mediante PCR. Una volta identificata la mutazione a livello del cDNA, 
seguiva la conferma tramite sequenziamento Sanger da DNA genomico dell’esone 
interessato. In caso di risultato negativo, lo studio proseguiva con la ricerca di eventuali 
delezioni/duplicazioni esoniche del gene NF1 mediante analisi quantitativa MLPA. 
Come intuibile, questo tipo di approccio, se da un lato permette di osservare 
direttamente gli effetti che le mutazioni di splicing provocano a livello di RNA 
messaggero, dall’altro risulta laborioso, costoso e richiede tempi estremamente lunghi.    
L’avvento della tecnologia di Next Generation Sequencing (NGS) ha aperto importanti 
prospettive nella diagnostica molecolare, rappresentando un potente mezzo per l’analisi 
simultanea di un gran numero di regioni codificanti. I dati oggetto di questa tesi, 
seppure ancora limitati per numero, dimostrano come le metodiche di sequenziamento 
di nuova generazione rappresentino un valido strumento per la detection dei difetti 
molecolari che determinano la Neurofibromatosi di tipo 1, rappresentando una scelta 
vantaggiosa sia in termini di costi che di tempi ridotti.  
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In particolare, nel nostro laboratorio sono state adottate due diverse strategie per 
l’analisi del gene NF1, una basata sull’impiego di cDNA e l’altra sull’utilizzo di DNA 
genomico come materiale di partenza per la costruzione delle librerie da sottoporre a 
sequenziamento di nuova generazione su piattaforma MiSeq Dx.  
Considerando i soli pazienti analizzati sia da cDNA che da gDNA (36/80), le due 
metodiche hanno individuato complessivamente 22 mutazioni patogenetiche. Nello 
specifico, il sequenziamento da DNA genomico ha rilevato 22 mutazioni, mentre 
l’analisi da cDNA ne ha individuate soltanto 16, dando un risultato negativo, o 
identificando una variante non corretta, in 6 casi.  
Nei restanti 14 pazienti (14/36) le due metodiche non hanno evidenziato alcuna 
mutazione patogenetica. L’approfondimento dell’analisi tramite sequenziamento Sanger 
di tutti gli esoni o tramite tecnica MLPA ha individuato, nel gruppo di pazienti risultati 
negativi, un’ulteriore mutazione non altrimenti identificata (c.2851-6_2851-3delCTTT, 
pz 65). 
Analizzando i risultati in maniera retrospettiva, l’analisi da DNA genomico mostra 
pertanto una “detection rate” del 95,7% (22 mutazioni identificate su 23 mutazioni 
totali), dando un solo risultato falso negativo (pz 65). L’analisi da cDNA, invece, 
presenta una “detection rate” pari al 69,6% (16 mutazioni identificate su 23 mutazioni 
totali) con 7 risultati falsi negativi (pz 3, 7, 9, 32, 40, 45, 65).  
L’analisi dei dati ottenuti dal sequenziamento del cDNA del gene NF1 tramite software 
MiSeq Reporter presenta alcune limitazioni che non permettono una completa detection 
delle varianti. Occorre tener presente, in ogni caso, che le attuali metodiche di indagine 
sono in grado di identificare mutazioni soltanto in circa il 90-95% dei pazienti affetti da 
Neurofibromatosi di tipo 1 (Messiaen et al., 2000; Sabbagh et al., 2013; Pasmant et al., 
2015). 
Come precedentemente riportato, circa il 50% delle mutazioni puntiformi del gene NF1 
è costituito da mutazioni di splicing che determinano, a livello di RNA messaggero, la 
delezione di uno o più esoni o parti di essi. Il sequenziamento del cDNA costituisce 
l’approccio ottimale per l’individuazione di questo tipo di mutazioni perché permette di 
determinare direttamente gli effetti che esse provocano a livello del trascritto. Il 
workflow impiegato per lo studio del cDNA, tuttavia, non è in grado di individuare 
mutazioni di splicing che determinano nel trascritto delezioni più estese di 25 bp. 
L’algoritmo di allineamento utilizzato dallo strumento, infatti, elimina tutte le reads di 
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sequenza che non si appaiano per più di 25 nucleotidi consecutivi alla sequenza di 
riferimento del trascritto del gene NF1 fornita; ne deriva che il sistema non è in grado di 
rilevare mutazioni di splicing che determinano nel trascritto delezioni superiori a 25 bp. 
Le alterazioni che il sequenziamento NGS da cDNA non ha individuato sono mutazioni 
introniche di splicing; dai dati riportati in letteratura emerge che 4 di queste alterazioni 
causano la perdita dell’esone coinvolto o parte di esso, provocando la delezione di 
numerosi nucleotidi (> 25 bp) (pz 7, 32, 40, 65, Tabella 14).  
Se da un lato l’analisi del cDNA permette di osservare direttamente gli effetti delle 
mutazioni di splicing, dall’altro il protocollo di costruzione delle librerie impiegato è 
piuttosto laborioso (estrazione dell’RNA, retrotrascrizione in cDNA, amplificazione del 
trascritto, pool di ampliconi, preparazione delle librerie) e necessita di metodiche e 
strumentazioni che consentano di ridurre al minimo il rischio di contaminazione del 
campione di RNA, meno stabile e più facilmente degradabile del DNA. È probabile, 
inoltre, che la sintesi di cDNA mediante retrotrascrizione introduca errori nella 
sequenza del trascritto del gene NF1 che potrebbero giustificare la percentuale di 
varianti false positive riscontrate con questo approccio (9 varianti non confermate 
tramite Sanger su 25 totali individuate). Infine, non è da escludere la possibilità che le 
mutazioni troncanti (frameshift o non senso) inducano la degradazione parziale o totale 
delle molecole di RNA messaggero mutate, con conseguente amplificazione 
preferenziale delle molecole recanti l’allele wild-type e una minore rappresentazione 
dell’RNA mutato.  
Il sequenziamento NGS da DNA genomico, al contrario, presenta numerosi vantaggi 
che rendono l’intero workflow applicabile in campo diagnostico per l’analisi molecolare 
del gene NF1. L’utilizzo del DNA genomico come materiale di partenza per la 
costruzione delle librerie rende l’intero processo più rapido e adatto alla pratica 
routinaria di laboratorio, consentendo di processare parallelamente le librerie di oltre 50 
campioni, senza ulteriori step di preparazione. Mediante la risorsa online DesignStudio, 
inoltre, è stato possibile personalizzare il disegno del pool di sonde per la cattura e 
l’arricchimento delle regioni target di interesse del gene NF1, ottimizzando il coverage 
degli ampliconi. Sebbene questo approccio, analogamente all’analisi da cDNA, non sia 
in grado di individuare delezioni del gene che coinvolgano più di 25 nucleotidi a causa 
di un limite bioinformatico del software, la sua applicazione si è rivelata estremamente 
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sensibile e specifica, costituendo una buona strategia per la detection di mutazioni a 
partire da DNA genomico.  
In conclusione, l’utilizzo della tecnologia di sequenziamento di nuova generazione 
permette di ridurre notevolmente i tempi e i costi previsti per l’analisi di un gene 
complesso come NF1, rappresentando una valida strategia per l’analisi dei pazienti 























Ex/Int Referenze Sanger da RNA/DNA MLPA 
1 positivo c.4537C>T p.(Arg1513*) 2493 0,18 sì              Ex 27a 
Ars et al., 
2003   
2 positivo c.6709C>T p.(Arg2237*) 781 0,22 sì           Ex 36 
Fahsold et 
al., 2000   
3 
  negativo 
    
      
    
      
 negativo 
    
    
  positivo c.3853_3861del insGAA p.(Met1285_Phe1287delinsGlu) 738 0,46 sì Ex 22 - 
4 positivo c.1728_1729delAA p.(Gln576Hisfs*11) 1479 0,25 sì           Ex 12a -   
5 
positivo c.233delA p.(Asn78Ilefs*7)  871 0,33 no           Ex 3  -  negativo 
            negativo            negativo 
6 positivo c.4950C>G p.(Tyr1650*) 2003 0,34 sì           Ex 28 -   
7 
  negativo                     
 negativo 
          positivo c.2990+1G>A predizione 





8 positivo c.6791dupA p.(Tyr2264*) 1790 0,29 sì           Ex 37 
Upadhyaya 
et al., 1996  negativo 
9 
positivo c.4711A>T p.(Ile1571Phe)  601 0,08 no           Ex 27b -  
 negativo 
          positivo 
 c.6428-3C>G 788 0,51 sì Int 33 -  
10 positivo  c.2519delT  p.(Met840Argfs*38) 637 0,31 sì positivo 
 c.2519delT  
p.(Met840Argfs*38) 227 0,48 sì Ex 16 -   negativo 






















Ex/Int Referenze Sanger da RNA/DNA MLPA 






13   negativo                    negativo  








15     
    
  positivo c.5205+1G>C 1186 0,51 sì Int 28 LOVD database   
16 positivo c.1458_1459delAA p.(Arg487Lysfs*3) 1351 0,46 sì positivo 
c.1458_1459delAA 
p.(Arg487Lysfs*3) 960 0,57 sì Ex 10b -  negativo 
17 positivo c.5486T>G p.(Val1829Gly) 2085 0,56 sì           Ex 29 -  negativo 
18 positivo c.998delA p.(Tyr333Serfs*43) 1079 0,32 sì           Ex 7 -   
19 positivo c.5706delG p.(Leu1903*) 510 0,42 sì           Ex 30 -   
20 




            negativo           






22 positivo c.3520C>T p.(Gln1174*) 1609 0,33 sì           Ex 21 
Messiaen et 
al., 2000   
23 positivo c.499_502delTGTT p.(Cys167Glnfs*10) 646 0,3 sì           Ex 4b 
Toliat et al., 






















Ex/Int Referenze Sanger da RNA/DNA MLPA 
24 positivo c.2530C>T p.(Leu844Phe) 1013 0,46 sì positivo c.2530C>T p.(Leu844Phe) 234 0,84 sì Ex 16 
Mattocks et 
al., 2004, 
Baralle et al., 
2005 
 negativo 
25 positivo c.6789_6792delTTAC p.(Tyr2264Thrfs*5) 4086 0,26 sì positivo 
c.6789_6792delTTAC 






26     
    
  positivo c.7882dupG p.(Val2628Glyfs*11) 426 0,47 sì Ex 45 -   
27 positivo c.2557C>T p.(Gln853*) 1052 0,4 sì positivo c.2557C>T p.(Gln853*) 278 0,9 sì Ex 16 Sabbagh et 
al., 2013  negativo 
28 positivo c.2407C>T p.(Gln803*) 1206 0,31 sì           Ex 15 LOVD database   
29     
    
  positivo c.5425C>T p.(Arg1809Cys) 330 0,53 sì Ex 29 LOVD database   
30 positivo c.2970_2971delAA p.(Met991Aspfs*29) 1564 0,33 sì           Ex 17 
  Pros et al., 
2008   
31 positivo c.4316A>C p.(His1439Pro) 2105 0,42 sì positivo c.4316A>C p.(His1439Pro) 1388 0,5 sì Ex 25    negativo 
32 
  negativo                     
 negativo 




484 0,46 sì Ex 12b 
Gasparini et 
al., 1996, Ars 
et al., 2000, 
Pros et al., 
2008, LOVD 
database 
33   negativo                     negativo negativo 
34 positivo  c.4918A>T p.(Lys1640*) 2957 0,42 sì           Ex 28 -   
35 positivo c.6522_6523delGA p.(Glu2174Aspfs*46) 4281 0,35 sì positivo 
c.6522_6523delGA 
p.(Glu2174Aspfs*46) 994 0,49 sì Ex 34 
Griffiths et 
al., 2007   






















Ex/Int Referenze Sanger da RNA/DNA MLPA 
37   negativo         negativo           negativo  
38 
positivo c.6792C>A p.(Tyr2264*) 1270 0,15 sì           Ex 37 
Robinson et 
al., 1995  
 negativo 
positivo c.6854_6855delATinsGC p.(Asn2285Ser)  1477 0,16 no           Ex 37 - 
39   negativo         negativo            negativo 
40 




          positivo c.3197+1G>T predizione 
r.(3114_3197del84) 975 0,52 sì Int 19a 
Pros et al., 
2008, LOVD 
database 
41 positivo c.4267A>G p.(Lys1423Gln) 1312 0,47 sì           Ex 24 
Li et al., 
1992  negativo 
42 positivo c.1159A>G  p.(Ser387Gly) 2491 0,31 no          Ex 8 -    
42             negativo             
43 positivo c.4112T>C p.(Val1371Ala) 209 0,14 no           Ex 24 - 








44 positivo c.5224C>T p.(Gln1742*) 1329 0,48 sì positivo c.5224C>T p.(Gln1742*) 1450 0,44 sì Ex 29 
LOVD 
database  negativo 
45 positivo c.1013A>C  p.(Asp338Ala)  1193 0,1 no          Ex 7 -   negativo 
45           positivo c.2252-2A>G 610 0,6 sì Int 13 LOVD database  negativo 
46           positivo c.4537C>T p.(Arg1513*) 245 0,54 sì Ex 27a Side et al., 1997  negativo 
47 positivo c.7666delT p.(Tyr2556Metfs*47) 750 0,25 sì positivo 
c.7666delT 






















Ex/Int Referenze Sanger da RNA/DNA MLPA 
48 positivo c.2540T>C p.(Leu847Pro) 1649 0,48 sì           Ex 16 
Fahsold et 
al., 2000   
49 positivo c.2342A>C p.(His781Pro) 210 0,51 sì           Ex 15 
Fahsold et 
al., 2000  negativo 
50   negativo         negativo            negativo 
51   negativo         negativo            negativo 









53 positivo c.2441dupA  p.(Arg815Glufs*16) 1363 0,33  sì  positivo 
c.2441dupA  
p.(Arg815Glufs*16) 46 0,59  sì  Ex 16  -  negativo 
54 positivo c.3104T>A p.(Met1035Lys) 3495 0,46 sì            Ex 18 -  negativo 
55 positivo c.668G>A p.(Trp223*) 852 0,3 sì           Ex 5 LOVD database  negativo 
56 positivo c.3457_3460delCTCA p.(Leu1153Metfs*4) 509 0,5 sì            Ex 20 
LOVD 
database  negativo 
57     
    
  positivo c.731-6A>C 734 0,43 sì Int 5 





58   negativo         negativo            negativo 
59 
positivo c.1627C>T  p.(Gln543*) 367 0,33  sì positivo c.1627C>T  p.(Gln543*) 456 0,52  sì Ex 10c  LOVD database 
 negativo 
positivo c.587_592delAAACAG p.(Glu196_Thr197del)  1031 0,57 no           Ex 4b-4c -  
60 positivo c.5242C>T p.(Arg1748*) 1166 0,48 sì positivo c.5242C>T p.(Arg1748*) 714 0,51 sì Ex 29 
Fahsold et 
al., 2000, 

























Ex/Int Referenze Sanger da RNA/DNA MLPA 
61 positivo c.1307C>A p.(Ser436*) 521 0,35 sì positivo c.1307C>A p.(Ser436*) 427 0,48 sì Ex 10a LOVD database  negativo 
62   negativo         negativo            negativo 
63            negativo            negativo 
64   negativo         negativo            negativo 
65 
positivo c.2987T>A p.(Val996Asp) 836 0,12 no           Ex 17   









            negativo            
66 
positivo c.4979A>G p.(Asn1660Ser) 1538 0,11 no          Ex 28   
 negativo 
            negativo           
67   negativo         negativo            negativo 
68           positivo c.7857T>G p.(Tyr2619*) 383 0,53 sì Ex 45 -  negativo 
69 
positivo c.4109A>C p.(Gln1370Pro) 200 0,22 no          Ex 23-2   
 negativo 
            negativo           
70     
    
  positivo c.5256delA p.(Gln1754Asnfs*5) 1701 0,42 sì Ex 29 -   
71            negativo            
delezione 
da ex 4b 
a ex 21 
72           positivo c.731-1G>C 708 0,48 sì Int 5 LOVD database   
73     
    






















Ex/Int Referenze Sanger da RNA/DNA MLPA 
74     
    
  positivo c.6137dupC p.(Thr2047Tyrfs*10) 339 0,61 sì Ex 33 -   
75     
    
  positivo c.4537C>T p.(Arg1513*) 778 0,3 sì Ex 27a Side et al., 1997   
76     
    






77     
    
  positivo c.7267dupA p.(Thr2423Asnfs*4) 386 0,44 sì Ex 41 
LOVD 
database  negativo 
78     
    
  positivo c.5042delG p.(Gly1681Valfs*7) 420 0,47 sì Ex 28 -   
79     
    
  positivo c.4108C>T p.(Gln1370*) 10 1 sì Ex 23-2 




80     
    
  positivo c.6464_6465insA p.(Ala2156Cysfs*17) 694 0,32 sì Ex 34 -   
 
Tabella 16. Campione di pazienti in esame per l’analisi del gene NF1 tramite sequenziamento di nuova generazione.  
Per ogni paziente è riportata l’alterazione del gene NF1 riscontrata e i corrispondenti valori di “read depth” e “variant frequency”, la conferma 
del sequenziamento Sanger da DNA genomico, l’esone o l’introne coinvolto, la referenza bibliografica e l’esito del sequenziamento Sanger da 
RNA o DNA e/o dell’analisi MLPA, qualora eseguiti. 
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